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A 容 . 简 介 


本 节 既 简明 扼要 地 介绍 了 有 关 分 子 生 物 学 实验 方法 的 理论 ， 又 详细 八 
述 了 各 种 常用 方法 的 实际 操作 ， 并 对 实验 中 应 注意 的 地 方 采 用 注释 的 方式 
提醒 读者 。 全 书 分 21 章 , 除 介绍 分 子 生 物 学 的 基础 知识 外 ,还 介绍 了 各 种 克 
隆 载体 和 宿主 ，DNA、RNA 的 制备 和 分 析 ; 基 因 文 库 的 构建 ，DNA Hee 
技术 ,以 及 分 子 生 物 学 实验 室 常 规 方法 和 特殊 实验 方法 ,同时 也 收入 了 同类 
韦 中 没有 的 许多 新 方法 .新 技术 。 

本 节 适 合 从 事 分 子 生 物 学 研究 的 人 员 使 用 ,也 可 供 生 物 学 .医学 和 农业 
中 其 它 专业 的 研究 人 员 及 高 等 院 校 有 关 专 业 的 师 生 参考 。 
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译 者 的 话 


由 于 分 子 生 物 学 技术 本 身 不 断 发 展 并 向 生物 学 .医学 ,农学 等 各 个 学 科 和 领域 迅速 渗 
透 ,使 得 关心 分 子 生 物 学 实验 技术 的 人 与 日 俱 增 。 不 仅 从 事 这 方面 工作 的 科学 家 需要 不 
断 使 自己 的 工作 跟 上 技术 的 更 新 ， 而 且 新 进入 这 一 领域 或 是 力图 把 分 子 生 物 学 方法 用 到 
自己 原 有 研究 领域 中 去 的 科学 家 也 希望 尽快 地 掌握 这 一 研究 方法 。 他 科 都 需要 一 本 既 能 
跟 上 时 代 的 发 展 而 又 简明 扼要 的 实验 手册 。 我 们 认为 L. 戴 维 斯 等 编 的 《分 子 生物 学 实 
验 技术 》(Methods in Molecular Biology) 是 为 满足 这 一 需要 而 编写 的 众多 实验 手册 中 
比较 成 功 的 一 本 。 

本 书 的 特点 在 于 : 〈1) 所 介绍 的 方法 切实 可 行 .由浅 人 深 ， 对 操作 中 易 出 现 的 牙 忽 之 
处 还 特别 加 以 指明 ,使 得 任何 人 都 易于 依 此 书 进 行 实际 操 作 ; 〈2) 所 介绍 的 方法 中 包括 了 
当前 一 些 最 重要 的 进展 , 如 M13 克隆 繁殖 和 顺序 分 析 、 电 融合 技术 、 转 基因 小 鼠 的 培育 
等 , 这 些 都 是 在 较 早 出 版 的 实验 手册 [如 《分 子 克 隆 操 作 指南 XMolecular Cloning)] 中 所 
未 收入 的 ;(3) 本 书 虽 是 一 本 实验 方法 学 手册 ,但 编排 合理 ,循序 渐进 ， 并 专门 用 第 章 和 
第 2 章 系 统 地 讨论 了 分 子 生 物 学 方法 的 基本 原理 和 各 种 实验 方法 在 研究 中 所 处 的 地 位 ， 
匀 此 ,也 不 失 为 一 本 可 系统 了 解 分 子 生 物 学 现状 的 参考 书 。 

由 于 译 者 水 平 有 限 , 敬 请 读者 对 书 中 错 译 之 处 给 予 指正 。 

译 者 
1987 年 5 月 
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前 言 


近年 来 ,生物 学 革命 的 核心 是 遗传 学 技术 的 发 展 。 这 种 发 展 不 仅 改变 了 生物 学 家 的 工 
件 内 容 , 也 许 更 重要 的 是 改变 了 他 们 的 思想 方法 。 此 外 , 一 种 从 未 有 过 的 景象 一 一 从 事 各 
种 不 同学 科 的 科学 家 蜂拥 而 至 ,一 起 涌 人 和 人 这样 一 个 狭小 而 又 神秘 的 领域 (分 子 遗 传 学 家 过 
去 常常 认为 他 们 的 学 科 是 这 样 的 ,这些 人 学 习 和 掌握 了 一 点 儿 这 方面 的 技术 ， 就 迫 不 及 
待 地 使 用 它们 。 人 和 凭借 这 样 一 种 有 力 的 新 武器 ,他 们 开辟 了 广阔 的 新 天 地 , 有 数 不 清 的 事情 
等 待 他 们 去 做 , 去 学 习 。 戴 维 斯 博士 及 他 的 同事 为 我 们 做 了 一 件 大 好 事 。 他 们 以 一 种 既 
反映 最 新 发 展 又 通俗 易 懂 的 方式 向 我 们 介绍 了 分 子 生 物 学 中 最 重要 的 实验 方法 ， 使 人 们 
知道 要 干 这 项 工作 需要 掌握 哪些 知识 。 本 书 的 作者 都 是 有 经 验 的 科学 家 ， 他 们 在 书 中 婚 
讲述 了 原理 又 介绍 了 细节 。 剩 下 的 就 留待 我 们 自己 去 做 了 。 
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第 1 章 ”分子 生物 学 的 基础 知识 


1 由 于 最 近 15 年 内 发 展 了 一 系列 新 的 研究 技术 ， 现 代 的 生物 科学 已 经 发 生 了 一 场 草 
, 合 。 这 些 技术 使 得 与 一 系列 复杂 过 程 有 关 的 分 子 机 制 和 结构 得 以 阐明 , 如 细胞 的 生长 ,分 
虱 : 代 谢 ` 分 化 和 发 育 。 更 有 意义 的 是 ,它们 提供 了 能 够 操纵 对 这 些 过 程 起 关键 作用 的 分 
子 的 方法 ， 并 且 得 以 观察 这 些 改造 过 的 分 子 参 人 到 活体 系统 中 去 以 后 所 发 生 的 变化 。 

核酸 和 和 蛋白质 是 大 分 子 , 是 由 亚 单位 组 成 的 线性 聚合 物 。 核 酸 编码 遗传 信息 ,这 种 信 
兆 将 决定 有 机 体 的 全 部 蛋白 质 的 一 级 结构 。 它们 与 类 脂 和 细胞 外 的 支持 基质 一 起 产生 细 
胞 的 活性 和 生理 功能 。 因 此 ,通过 检查 这 些 关 键 化 合 物 之 间 的 相互 关系 ;可 以 部 分 地 了 解 
生物 的 功能 。 细 胞 的 遗传 物质 一 -脱氧 核糖 核酸 (DNA), 是 由 4 种 核 昔 酸 构成 的 聚合 物 。 
:4 种 核 昔 酸 的 任何 一 种 都 是 由 一 个 碱 基 (A， 腺 味 叭 ,G: S18, T: 胸腺 喀 啶 ,C: 胞 喀 
啶 ) .一 个 脱氧 核糖 和 一 个 磷酸 酯 组 成 的 。 每 一 股 链 都 是 由 以 磷酸 琵 共 # 价 相连 的 核 昔 酸 所 
粗 成 的 ;每 个 核 背 酸 都 以 其 脱氧 核糖 的 5 位 碳 与 相 邻 的 核 背 酸 的 3 位 碳 相 连 。 这 种 DNA 
的 亚 单位 对 糖 磷酸 盐 骨 架 来 说 ,两 条 链 是 以 呈 相 反 极 性 的 反 平 行 的 形式 存在 ,并 彼此 相 绕 
戚 双 螺旋 的 结构 。 由 于 一 条 链 上 的 特定 碱 基 与 相对 的 (或 互补 的 ) 链 上 的 碱 基 闻 有 形成 握 
键 的 倾向 ;这 就 使 一 条 链 与 另 一 条 链 牢 固 地 结合 在 一 起 。 腺 味 叭 总 是 与 胸腺 喀 啶 配对 , 鸟 
,大 叭 总 是 与 胞 喀 啶 配对 。 碱 基 配对 的 精确 性 已 通过 核酸 合成 方法 得 到 证 实 ， 即 当 二 条 新 
葛 链 在 加 长 时 ;仅仅 由 模板 所 决定 的 “正确 的 ” 碱 基 才 能 被 加 上 去 ai 正 由 于 这 种 碱 基 互 补 
AU WEEE SS, ae DNA 具有 遗传 信息 贮存 库 的 功能 。 核 音 酸 在 DNA- 中 的 
次 序 相应 于 氨基 酸 在 蛋白 质 中 的 次 序 。 这 样 ; DNA 可 为 蛋白 质 编码 ,方法 是 区 其 3 个 相 
- 邻 的 核 音 酸 为 一 组 来 编排 一 个 ;mRNA 密码 子 ， 后 者 又 决定 一 个 特定 的 氨基 酸 上 因此 ， 
在 DNA PRB AOR RE Te a REL AERTS 
DNA HAAR BSARVCRMSAAPRAE MSRM. 

iF DNA 和 蛋白质 合成 途径 之 间 的 是 核糖 核酸 (RNA)。 WHE DNA 中 含 编码 蛋 
渔 质 顺 序 信息 的 那 条 链 被 复制 或 转录 成 互补 的 RNA 链 。 此 RNA 含有 与 DNA 中 一 . 
样 的 碱 基 , 但 尿 喀 啶 (U) 代 替 了 T; 而 且 核糖 代替 了 脱氧 核糖 基因 的 RNA 复 本 叫 作 信 
 RNA( mRNA), GEE RNA (tRNA)7 和 核 蛋白 体 (rRNA 及 有 关 蛋 白质 ) 的 帮助 下 
填 翻 译 成 氨基 酸 ,并 依次 将 它们 装配 成 蛋白 质 的 一 级 结构 。 

很 多 分 子 生 物 学 实验 方法 利用 了 床 核 细 胞 系统 (如 细菌 ) 相 对 简单 的 优点 s 在 原核 生 
yp, ARE DNA 顺序 直接 对 应 于 RNA 的 线性 顺序 和 蛋白 质 顺序 。 但 是 , 在 真 
芒 细 胞 中 ,对 蛋白 质 编码 的 DNA 不 能 连续 阅读 ;, 因为 在 可 翻译 的 顺序 中 间 含 有 中 断 的 地 
BASH) Ait, Kei DNA 首先 复制 成 初级 转录 本 ( 异 质 核 RNA), 然后 在 核 中 
捧 工 , 切 下 编码 蛋白 质 的 顺序 (外 显 子 )。 外 显 子 线性 连接 构成 成 熟 mRNA， 后 者 在 核 中 
进一步 加 工 并 移 人 细胞 质 中 翻译 成 蛋白 质 。 一 些 较 新 的 方法 可 用 于 研究 真 核 细 胞 系统 中 
的 基因 。 

为 了 了 解 生物 系统 ,有 必要 弄 清 基因 的 结构 、 功 能 和 调节 ,以 及 它们 的 产物 ,这 也 涉及 
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到 了 解 有 机 体 中 核酸 的 结构 。 由 于 真 核 细胞 中 基因 组 成 的 复杂 性 ， 以 前 要 做 到 这 一 点 十 
分 困难 ， 因为 真 核 细胞 中 的 “50 000 个 基因 中 含有 的 核 背 酸 高 达 10"。 为 了 分 析 基 因 的 
结构 及 在 这 一 复杂 条 件 下 发 生 的 事件 ， 必 须 有 能 力 分 离 出 纯 的 单个 基因 来 进行 研 
究 。 DNA 的 分 子 克 隆 繁殖 提供 了 由 众多 的 基因 中 分 离 出 单个 ; DNA FEWER, + 
可 将 这 一 片 角 纯 化 到 均一 的 程度 ， 再 将 这 一 片段 增殖 以 产生 足够 的 纯 物 质 ， 用 于 进行 化 
学 5 遗传 学 和 生物 学 的 分 析 。 在 实验 室 里 克隆 繁殖 过 程 完全 依赖 酶 反应 ,使 用 充分 鉴定 过 
的 细菌 的 DNA 切割 酶 (限制 性 内 切 酶 ,RE) 和 修饰 酶 进行 复制 ` 切 断 和 拼接 分 离 的 DNA 
分 子 b DNA 分 子 拼接 到 能 独立 进行 复制 的 环形 DNA Ci BL) BR Bs CE HR 
后 引 欠 到 细菌 细胞 。 当 多 次 复制 后 ， 再 把 杂种 分 子 分 离 出 来 并 纯化 ， 得 到 尽 够 数量 的 
DNA MEH Eo 

分 离 纯 化 出 DNA 片段 后 , 就 能 很 快 地 测定 核 昔 酸 顺 序 ， 并 由 此 可 预测 出 它 所 编 枉 
的 蛋白 质 的 氨基 酸 顺 序 。 将 这 种 提纯 的 DNA 用 放射 性 同位 素 标记 , 科学 家 就 能 在 复杂 
的 细胞 基因 组 中 或 有 关 的 细胞 内 mRNA 中 ， 在 高 达 100 万 种 无 关 顺 序 的 本 底 上 探测 到 
BX DNA 顺序 的 复 林 。 在 每 个 细胞 仅 有 1 一 10 个 复 本 的 情况 下 ， bheiekyit sens 
出 由 纯化 的 DNA 合成 的 mRNA。 

克隆 DNA 在 细 蓝 或 酵母 中 再 进行 的 基因 操作 可 能 表达 它 所 编码 的 蛋白 质 顺序 , 所 
供 在 生物 学 或 医学 上 有 重要 用 途 的 蛋白 质 的 廉价 而 丰富 的 来 源 ， 这 是 其 它 方法 无 法 得 到 
的 。 在 实验 室 里 通过 改变 结构 或 顺序 还 能 产生 克隆 DNA 的 另 一 些 形 式 , 这 些 DNA 可 
再 引入 细胞 或 整个 动物 中 , 用 来 研究 这 种 人 为 的 改变 或 突变 所 造成 的 结果 ， 
解 基因 的 结构 和 调控 。 

在 这 本 书 中 ,我 们 叙述 了 分 子 遗传 学 中 进行 这 些 实验 的 方法 。 党 于 生机 
那样 一 步 步 地 加 以 介绍 ,所 写 的 方法 都 已 经 被 应 用 并 有 很 好 的 结果 。 

本 书 收入 的 方法 ,从 简单 到 复杂 ,范围 很 广 。 首 先 ,描述 了 质粒 和 载体 系统 及 细菌 宿主 
细胞 的 使 用 。 在 开始 的 几 章 中 假设 已 经 有 了 某 一 合成 的 或 克隆 的 DNA 探 针 ， 可 以 进 一 
步 对 感 兴趣 的 基因 进行 筛选 . 扩 增 和 鉴定 。 第 5 章 讨 论 由 组 织 中 分 离 DNA, 将 DNA WB 
到 合用 的 大 小 并 根据 DNA 片段 的 大 小 对 其 进行 分 离 。 第 6 章 和 第 7 章 提 供 了 用 谷 成 
或 从 质粒 衍生 的 方法 制备 探 针 , 用 来 筛选 感 兴趣 的 DNA。 制 备 和 扩 增 质粒 的 方法 收入 第 
8 章 。 第 9 章 和 第 10 章 则 讨论 由 扩 增 的 质粒 中 , 切 出 并 提纯 被 克隆 的 DNA。 

第 :11 章 的 内 容 转 向 RNA 一 一 它 的 制备 ,选择 、 分 离 和 分 析 。 第 12 章 记 叙 了 另 一 类 
型 的 克隆 繁殖 载体 一 一 吻 菌 体 。 到 现在 为 止 所 讨论 的 方法 都 涉及 到 已 被 克隆 的 DNA 顺 
序 的 选择 和 扩 增 。 第 13 章 和 第 14 章 ， 收 入 了 以 叹 菌 体 为 载体 建立 基因 组 和 cDNA 基因 
文库 的 方法 。 

从 构建 好 的 基因 文库 可 选择 出 想 要 的 克隆 。 随 后 , 在 第 15 章 里 叙述 了 将 这 种 DNA 
再 克隆 到 质粒 中 进行 制备 性 的 生长 以 获取 大 量 的 该 种 DNA。 由 于 这 样 克隆 的 DNA 有 
较 高 的 产量 ,将 它们 克隆 到 合适 的 Ml13 载体 中 以 后 ， 能 用 于 进行 顺序 分 析 及 其 它 方面 的 
研究 (第 16. 章 和 12 章 )。 以 上 我 们 是 利用 较 简单 的 原核 系统 的 优点 对 DNA 进行 研究 
的 。 但 是 ,将 克隆 的 基因 的 变异 形式 送 回 真 核 细 胞 的 基因 组 中 ,以 便 在 生物 学 意义 上 更 椒 
关 的 系统 中 评价 它 的 功能 和 调节 是 很 重要 的 。 第 18 章 描述 了 将 DNA 参 人 到 培养 的 哺 
乳 动 物 细胞 中 的 方法 。 


sw Ze 


如 上 所 述 , 蛋 白质 是 遗传 物质 的 产物 ,为 了 了 解 基因 的 调节 而 对 其 进行 研究 可 能 是 重 
要 的 。 而 且 在 体外 将 RNA 翻译 成 蛋白 质 也 是 可 能 的 。 这 些 与 蛋白 质 有 关 的 方法 将 在 
第 19 章 讨 论 。 

第 20 章 介绍 一 般 方 法 ,描述 了 一 些 基本 技术 ， 实 际 上 它们 已 被 结合 进 本 书 讨论 的 许 
多 方法 之 中 ,如 DNA Hie ,放射 自 显 影 和 空 斑 效 价 滴定 。 对 于 新 手 来 说 , 可 在 开始 时 先 
参阅 这 些 方法 , 必要 时 就 会 很 目 然 地 再 想到 它们 。 | 

最 后 ， 将 一 些 较为 特殊 的 分 子 生物 学 方法 收入 第 21 章 。 在 这 一 章 里 首先 讨论 了 基 
因 转 移 小 鼠 的 分 析 , 这 涉及 到 将 新 的 基因 片断 引入 小 鼠 豚 胎 以 对 产后 的 动物 进行 分 析 。 我 
们 也 记叙 了 制造 单 克隆 抗 条 的 技术 ,它们 可 用 于 制作 特定 基因 产物 的 免疫 学 探 针 ,以 及 用 
于 原 位 杂交 , 即 用 核 背 酸 探 针 在 组 织 切片 中 定位 和 研究 特定 的 遗传 信息 。 最 后 谈 到 了 在 
分 子 生物 学 技术 中 用 酵母 做 为 宿主 及 其 载体 系统 时 要 注意 的 一 些 事项 。 

下 面 的 几 页 将 介绍 这 些 特 殊 技 术 在 分 子 生 物 学 研究 中 的 应 用 ， 特 别 强调 了 那些 在 度 
用 这 些 方法 时 可 能 遇 到 的 问题 。 

(HEE Wits HR) 


第 2 章 ”分子 生 物 学 家 的 工具 


为 了 对 分 子 生 物 学 方法 有 一 个 总 的 了 解 ， 本 章 将 讨论 应 用 多 种 方法 来 对 某 一 个 典型 
有 骆 基因 和 做 系列 实验 研究 的 一 种 可 能 性 。 

也 许 人 们 对 XXX 基因 的 研究 是 想 了 解 它 的 重要 结构 或 它 在 某 种 生物 体系 中 的 表达 ， 这 
就 先 要 得 到 一 个 带 放 射 性 标记 的 DNA 探 针 , 它 有 与 和 基因 相似 的 顺序 ,例如 从 另 一 物种 
《与 X 基 因 同 源 ) 得 到 的 基因 。 这 个 探 针 将 被 提纯 并 通过 缺口 翻译 来 做 成 带 放 射 性 标记 的 
用 来 在 DNA 印迹 分 析 中 测 出 和 基因 的 存在 。 另 一 种 方法 是 ,可 在 实验 室 中 合成 一 个 罕 
探 针 , 核 昔 酸 探 针 , 这 段 赛 核 昔 酸 含有 一 段 与 和 基因 的 某 一 部 分 互补 的 顺序 。 然 后 , 把 这 种 
探 针 用 于 DNA 印迹 分 析 , 分 析 从 组 织 或 用 DNA 印迹 法 选 出 的 细胞 系 的 DNA, ae 
与 X 基 因 有 关 的 顺序 在 基因 组 中 的 存在 。 

DNA 印迹 法 的 做 法 是 : 由 组 织 或 细胞 系 中 分 离 DNA 并 昌 纯 ， 用 特定 的 中 制 性 内 
WORD ke HOH Be, SAU PASI EE HR DNA 片段 的 大 小 来 把 它们 分 成 若干 条 
带 , 再 把 凝 胶 上 的 DNA 转移 到 硝酸 纤维 滤 膜 上 (Southern 印迹 法 )， 然 后 与 对 和 基因 有 
465 SE OER AGT HE TT F828 (Southern 杂交 )。 探 针 仅 与 含有 同 源 顺序 的 内 切 酶 酶 切片 段 形 成 
互补 的 碱 基 对 。 洗 脱 非特 异性 的 放射 性 , 此 时 如 有 和 基因 存在 ,可 在 印迹 的 放射 目 显 影 图 
上 见 到 一 条 或 几 条 带 , 如 果 在 测试 的 DNA 中 无 和 基因 , 则 见 不 到 这 样 的 带 纹 。 

如 果 从 某 一 特定 组 织 样品 中 得 到 的 DNA, CARMA Dish DAE Southern 印迹 
杂交 图 发 生 改 变 , 则 说 明 X 基 因 结 构 顺 序 有 了 变化 。 例如 ， 如 果 在 某 一 特定 组 织 或 肿 演 
中 出 现 了 DNA 的 重 排 ， 则 这 种 " 体 细 胞 ”的 重 排 就 可 以 用 探 针 与 不 同 来 源 组 织 中 提取 的 
DNA 杂交 来 加 以 鉴定 。 不 同类 型 细胞 或 组 织 的 基因 组 DNA 由 于 重 排 引 起 的 变化 ， 在 
DNA 印迹 中 可 能 显示 不 同 大 小 的 杂交 片段 。 

限制 性 酶 切片 段 长 度 的 多 态 性 (RELP) 或 不 同 基 因 类 型 (等 位 基因 ) 可 能 是 使 DNA 图 
形 改变 的 另 一 类 例子 。 如 果 从 100 个 个 体 中 得 到 的 基因 组 DNA 用 内 切 酶 EcoRI 作用 
并 在 Southern 印迹 法 中 用 X 基 因 的 探 针 进行 探测 ， 这 时 有 可 能 得 到 2 个 或 多 个 不 同 的 
亚 群 。 例 如 , 有 些 个 体 的 基因 组 DNA 中 可 能 含有 10kb 的 杂交 限制 性 内 切 酶 酶 切片 眉 ， 
另 一 些 个 体 则 含有 6kb 的 杂交 片 侦 ， 杂 合子 的 个 体 则 可 能 同时 含有 10kb 和 6kb AH BR, 
这 就 表明 在 所 研究 的 群体 中 X 基 因 所 在 的 座位 上 有 两 种 不 同 的 等 位 基因 。 这 类 RFLP 当 
和 中 的 一 部 分 可 能 与 遗传 性 疾病 或 恶变 的 倾向 有 关 。 这 样 就 能 确立 基因 特异 性 等 位 基因 
与 遗传 性 疾病 或 肿瘤 发 展 之 间 的 关系 。Southern 印迹 的 研究 也 就 因此 可 测定 出 疾病 发 展 
的 可 能 性 。 最 近 已 经 证 实 与 Huntington 病 、Duchenne 重症 肌 无 力 和 襄 性 纤维 性 变 有 ， 
KA RELP 的 遗传 学 因素 ,使 得 可 对 易 感 的 个 体 在 他 们 未 达到 生育 年 龄 前 就 被 查 出 , | 
至 在 他 们 出 生前 就 能 被 查 知 。 

为 了 了 解 X 基 因 的 详细 结构 或 在 不 同 的 生物 学 条 件 正 基因 的 变异 结构 ， 人 们 需要 
大 量 X 基 因 同 源 制品 。 基 因 组 文库 的 建立 是 通过 随机 地 收集 基因 组 的 各 个 片段 ， 它 们 包 
括 基因 组 中 的 所 有 区 域 ,每 个 区 域 最 少 也 要 有 一 个 复 本 。 将 这 些 片 断 分 别 插 人 到 有 自主 
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复制 能 力 的 原核 DNA 中 或 载体 中 , 如 1 吻 菌 体 的 衍生 物 。 将 重组 体 的 基因 文库 中 的 各 
个 成 员 都 用 来 感染 细菌 细胞 。 这 些 细胞 将 分 裂 多 次 ， 每 个 细胞 中 都 含有 带 有 插 人 物 的 噬 


， 苦 体 的 多 个 复 本 。 在 大 多 数 情况 下 ， 至 少 有 一 些 克 隆 片段 含有 X 基 因 。 用 上 面 所 描述 的 


探 针 可 从 基因 组 文库 中 分 离 出 含 X 基 因 的 克隆 。 

这 样 ,就 建立 了 克隆 基因 片段 的 噬菌体 文库 ,在 此 文库 中 的 约 100 万 种 吃 菌 体 将 分 别 
产生 多 个 它们 特有 的 插入 DNA 片 眉 的 复 本 。 为 了 找 出 在 此 文库 中 那些 能 复制 和 基因 的 
WE ER, 就 必须 对 整个 的 文库 进行 筛选 。 筛 选 的 方法 是 : 将 整个 文库 接种 在 培养 下 上 , 把 
每 个 吻 菌 诬 中 的 一 小 部 分 DNA 转移 到 硝酸 纤维 滤 膜 上 ,同时 用 对 X 基 因 有 特异 此 的 探 
针 在 滤 膜 上 进行 杂交 , 然后 进行 放射 自 显 影 , 最 后 在 和 X 线 片上 找 出 杂交 DNA BRA BH 
点 。 任 何 通 过 自 显影 显 出 的 斑点 均 表 示 和 基因 或 与 X 有 关 顺 序 的 喉 菌 体 克 隆 ， 然 后 可 分 
离 和 进一步 提纯 。 几 轮 筛选 后 ,就 有 可 能 挑 出 均一 的 X 基 因 的 克隆 。 此 时 ,该 样品 只 含有 
二 种 类 型 的 插 人 了 X 基 因 的 唆 菌 体 。 可 用 内 切 酶 将 带 有 和 基因 的 片 仆 从 噬菌体 基因 组 中 
切 出 ,并 再 插 人 到 更 为 紧凑 的 载体 , 如 质粒 。 将 感 兴趣 的 DNA 插 人 到 质粒 中 去 以 后 ， 就 
能 以 制备 规模 进行 大 量 的 扩 增 ,制造 出 以 mg 计量 的 和 基因 , 以 便于 进一步 研究 。 

用 基因 组 DNA 克隆 , 有 可 能 找 出 基因 结构 上 的 界线 并 测定 其 核 彰 酸 的 顺序 。 例 
如 , X 基 因 可 被 不 同 的 内 切 酶 去 切割 ， 根 据 酶 切 图 谱 定 位 和 基因 内 及 周围 的 酶 切 位 点 ( 酶 
切 位 点 对 一 小 段 特 定 的 DNA 顺序 是 高 度 专 一 的 )。 做 法 是 : 将 入 基因 DNA 用 数 种 内 
切 酶 联合 消化 , 并 将 消化 的 样品 在 琼脂 糖 凝 胶 上 进行 电泳 。 比较 数 种 内 切 酶 联合 消化 及 
al al ha a 将 能 得 到 基因 组 DNA 克隆 的 限制 竹内 切 酶 酶 切 位 点 图 
Ho” 

AT XSZAHDBULABW, PARISH KE XARA DNA /\RRHPE Re 
M13 WEE BAAS. EE BEY DL A BE EE BR LEE ERE UE HT 
由 这 些 顺 序 有 可 能 得 到 X 基 因 上 编码 区 (外 显 子 ) 和 非 编码 区 (内 含 子 ) 的 情况 ， 也 可 鉴定 
己 知 的 调节 区 段 。 将 此 顺序 与 通用 的 遗传 密码 加 以 比较 ， 可 推测 出 X 基 因 所 编码 的 氨基 
酸 顺 序 。 
同一 种 检测 X 基 因 的 标记 探 针 还 可 用 来 从 感 兴趣 的 真 核 细胞 中 寻找 RNA, 以 便 更 好 
独 了 解 和 基因 是 如 何 表 达 的 。 从 细胞 中 分 离 和 提纯 出 RNA, 并 通过 mRNA 顺序 中 3 端 所 
45H — BRIER BREE (poly A 结尾 ) 与 oligo-dt 柱 的 特异 性 结合 ,将 mRNA 从 rRNA 和 
*RNA 中 提纯 出 来 。 这 些 mRNA 然后 可 在 变性 的 琼脂 糖 凝 胶 中 按 大 小 进行 划分 , 通过 印 
迹 法 (Northern blot) 转移 到 硝酸 纤维 膜 上 , 并 用 一 种 与 和 基因 同 源 的 探 针 对 印迹 进行 杂 
交 。 这 些 实验 不 但 显示 出 和 基因 转录 产物 的 大 小 ， 也 可 以 显示 出 不 同 组 织 之 闻 和 基因 的 
相对 表达 量 。 利 用 这 一 方法 ,人 们 可 追踪 和 X 基 因 在 不 同时 间 \ 不 同 组 织 中 的 表达 情况 ， 或 
某 一 诱导 剂 或 抑制 剂 的 调节 作用 。 还 可 通过 Northern 印迹 法 测定 出 作为 基因 产物 的 
BOA mRNA 或 mRNA 前 体 的 大 小 。 

如 果 和 基因 的 蛋白 质 产物 被 鉴定 出 来 , 则 有 更 多 的 方法 可 用 于 研究 这 种 基因 。 BH 
因 产 物 的 抗体 能 用 来 作为 探 针 。 因 此 ， 为 确定 由 和 基因 得 到 的 mRNA 是 不 是 翻译 作用 


的 合适 底 物 ,可 在 体外 把 这 种 mRNA 翻译 成 为 蛋白 质 产 物 , 并 用 合适 的 单 克 隆 或 多 克隆 


抗体 或 是 有 功能 的 生物 学 试验 去 分 析 这 种 蛋白 质 。 用 一 种 类 似 于 DNA RRNA 印迹 的 
方法 ,蛋白 质 产物 可 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 上 按 大 小 分 开 , 并 被 转移 到 硝酸 纤维 膜 上 ， 用 
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抗体 来 进行 鉴定 (Western 印迹 分 析 )o。 

利用 S1 核酸 酶 保护 作用 定位 法 可 对 和 基因 转录 的 RNA 进行 更 深入 的 分 析 。 EE 
一 方法 中 ,mRNA 与 *P 标记 的 \ 对 和 基因 特异 的 单 链 DNA 探 针 杂交 。 将 RNA-DNA (# 
合 双 链 ) 结 构 用 核酸 酶 S1 消化 ,这 种 酶 仅 对 单 链 DNA 有 特异 性 作用 , 它 将 消化 掉 因 为 不 
基 没 有 配对 而 不 受 保护 的 闻 标记 的 单 链 DNA 区 。 然 后 , 在 变性 的 凝 胶 上 ， 按 大 小 分 离 ; 
不 为 S1 作用 的 DNA 双 链 区 段 ,并 用 放射 自 显影 显示 结果 8。 用 X 基 因 克 隆 的 片段 做 为 探 
针 去 与 转录 的 mRNA 杂交 , 内 含 子 区 与 外 显 子 区 可 被 精确 的 测定 。 这 种 分 析 也 提供 关于 : 
X 基 因 的 了 与 3 未 端 区 域 在 基因 组 中 定位 的 信息 。 

X 基 因 的 RNA 转录 本 的 明确 的 结构 分 析 有 可 能 通过 收集 互补 DNA(cDNA) 克 隆 而 
得 到 , 这 种 cDNA 是 由 在 能 表达 该 基因 的 细胞 或 组 织 中 的 mRNA 制 得 的 。 这 些 克 隆 : 
通常 是 由 cDNA 文库 中 分 离 出 的 ,文库 中 含有 来 自 某 种 特定 细胞 或 组 织 的 mRNA AR: 
表 性 样品 。 为 了 由 细胞 或 组 织 的 mRNA 中 建立 cDNA HE, BA Ki RNA AY DNA 
聚合 酶 一 -AMV( 鸟 类 成 髓 细胞 性 白血病 病毒 ) 反 转录 酶 来 转录 mRNA 的 cDNA BAy, 
然后 再 用 RNase H 和 DNA RAMI 去 形成 DNA 双 螺 旋 。 将 这 种 双 链 的 DNA He 
人 到 合适 的 叹 菌 体 克 隆 繁殖 载体 (1gt10 和 1gt11) 中 , 使 每 个 重组 的 吻 菌 体 含有 来 自 单个 
mRNA 分 子 的 一 个 cDNA 复 本 。 来 自 X 基 因 的 cDNA 克隆 可 用 特异 的 探 针 去 杂交 
以 进行 分 离 ,其 方法 非常 类 似 于 用 于 基因 组 克隆 的 方法 。 通过 对 来 自 DNA 克隆 的 和 基 
因 组 等 位 基因 的 核 昔 酸 顺 序 与 核酸 内 切 酶 图 谱 的 比较 ， 可 精确 地 查 出 所 有 的 结构 改变 及 : 
编码 区 的 界线 。 

同样 的 cDNA 文库 可 用 于 获得 某 一 基因 的 原始 克隆 (progenitor clone), Alms 
被 编码 的 蛋白 质 的 部 分 氨基 酸 顺 序 已 知 时 ， 可 根据 其 中 的 一 段 区 域 推测 出 核 苷 酸 顺 序 并 
合成 这 段 顺序 的 寡 核 昔 酸 杂交 探 针 , 利用 它 选择 出 这 些 原始 克隆 。 另 一 方法 是 通过 蛋 自 
质 融 合 载体 系统 ,例如 18gt11 建立 cDNA 文库 。 在 这 种 克隆 繁殖 载体 中 , 双 链 cDNA 插 人 
到 8- 半 乳糖 苷 酶 基因 的 羧基 端 。 如 果 cDNA 顺序 以 合适 的 翻译 解读 框 并 以 合适 的 方向 
《6 次 中 有 1 次 ) 插 入 ,这 一 重组 鸣 菌 体 就 将 合成 一 种 6- 半 乳 糖苷 酶 的 融合 蛋白 , BRE 
的 氨基 酸 顺 序 是 由 克隆 的 cDNA 插 人 物 所 决定 的 。 这 样 制 成 的 cDNA 克隆 可 用 所 感 兴 
趣 的 那个 蛋白 质 的 抗 血 清 来 进行 筛选 。 制 造 这 种 融合 蛋白 的 克隆 将 与 抗 血清 发 生 阳性 反 . 
应 , 而 能 被 筛选 和 提纯 到 均一 的 程度 。 

现在 X 基 因 的 结构 及 表达 的 性 质 已 被 测 出 了 ， 有 可 能 用 DNA 转化 技术 将 此 基因 重 
新 插 人 到 哺乳 动物 的 基因 组 中 去 。 这 一 类 型 的 实验 可 用 于 分 析 和 确定 在 顺序 上 与 该 基因 | 
相 邻 的 调节 片 疏 。 如 果 将 X 基 因 的 变异 结构 插 人 到 培养 细胞 中 去 ， 将 能 进一步 测试 这 些 : 
调节 顺序 的 功能 。 除 了 通过 研究 X 基 因 的 产物 来 了 解 调控 作用 外 ， 也 有 可 能 探查 由 于 插 
信和 改变 基因 的 表达 所 造成 的 宿主 细胞 的 表 型 改变 。 

对 引入 基因 小 鼠 的 分 析 是 这 一 方法 学 重要 的 扩展 。 做 法 是 : 将 X 基 因 的 DNA 通过 
显 微 注 射 转移 到 小 鼠 的 受精 卵 中 去 。 把 带 有 插入 DNA 的 胚胎 植 人 到 代孕 母 鼠 (pseudopre- 
gnant mother ) 体 内 ,并 分 析 其 后 代 。 由 这 种 基因 植 人 小 鼠 得 到 的 基因 组 DNA, ARE 
X 基 因 在 种 系 中 整合 的 稳定 性 。 用 这 样 的 克隆 基因 植 人 小 鼠 ， 也 能 研究 基因 表达 的 调节 
及 基因 对 宿主 动物 的 作用 。 用 此 方法 ,将 有 可 能 在 各 种 不 同 的 宿主 细胞 中 (也 即 不 同 的 组 
织 ) 研 究 一 个 单 基因 , 这 是 用 细胞 培养 技术 很 难 达到 的 。 此 外 ， 还 可 用 于 了 解 组 织 特异 各 
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SEWERS WEATHER, 并 在 整体 动物 中 研究 它们 的 性 质 。 

本 书 中 收入 的 技术 为 系统 地 研究 哺乳 动物 基因 表达 打下 了 基础 。 这 些 方法 并 非 总 是 
轻而易举 就 能 掌握 的 ,但 一 旦 被 掌握 , 它们 就 会 成 为 研究 工作 者 探索 生物 系统 功能 的 有 力 
工具 。 这 些 方法 包括 从 简单 的 DNA 分 离 到 将 外 来 的 DNA 植 人 宿主 动物 的 基因 组 的 
实际 操作 ;也 包括 从 简单 的 实验 室 方法 到 高 度 复 杂 并 仍 在 发 展 中 的 技术 。 使 用 这 些 方法 ， 
有 可 能 确定 某 些 疾病 ,生理 反应 ,生化 机 制 及 细胞 活动 的 遗传 基础 。 这 些 方法 又 能 用 来 生 
产生 物 技术 产品 , 包括 新 的 高 效 的 治疗 药物 ,新 的 诊断 药 盒 和 其 它 各 种 有 价值 的 生物 医学 
:产品 。 
(Hee iE KE SAR) 


第 3 章 分 子 生物 学 实验 的 总 则 
及 本 书 的 使 用 说 明 


3-1 本 书 的 用 法 


使 用 本 书 的 人 将 包括 已 在 从 事 分 子 生 物 学 研究 的 科学 家 ， 以 及 第 一 次 用 这 些 实验 方 
法 的 学 生 和 科学 家 。 本 节 的 内 容 可 以 帮助 初学 者 了 解 怎样 开始 他 们 新 的 工作 。 对 于 专家 
来 说 , 先 读 读 下 面 的 几 页 也 是 有 益 的 ,这 可 使 他 们 熟悉 本 书 中 使 用 的 术语 。 

本 书 中 收入 的 内 容 包 括 实验 室 工 作 的 标准 技术 , 以 及 较 新 的 方法 , 这 些 方法 的 重要 性 
正在 得 到 越 来 越 多 的 证 明 。 为 了 使 本 书 的 篇 幅 更 为 合理 ， 某 些 问题 将 集中 起 来 描述 。 因 
此 ,每 一 种 方法 的 设计 虽然 尽 可 能 是 完整 的 ,但 当 您 要 完整 地 了 解 一 种 技术 时 ， 也 许 要 由 
未 书 中 的 其 它 章节 里 获取 必要 的 信息 。 例 如 ， 一 半 以 上 的 方法 需要 抽 提 和 沉淀 DNA 或 
RNA, 我 们 在 书 中 收入 了 一 个 SS- 葵 酚 / 氧 仿 抽 提 DNA 或 RNA， 接 着 用 乙醇 沉淀 的 通 
用 方法 ， 对 这 样 一 种 方法 ,可 能 并 不 在 每 项 技术 中 都 再 详细 地 描述 了 ,如 有 必要 ， 可 参阅 
20-1, 

此 外 ;在 每 一 特定 方法 中 并 未 全 部 列 出 每 一 种 缓冲 液 的 配方 。 注 意 每 个 方法 的 “试剂 
部 分 所 包括 的 某 些 缓冲 液 或 溶液 的 名 称 是 用 斜体 (中 文 用 楷体 并 黑 体 字 表示 的 。 和 斜体 (中 
文 用 楷体 ) 表 示 贮 存 液 ,其 组 成 可 由 附录 1 中 查 到 , 黑体 则 为 贮存 液 的 稀释 液 。 再 请 注意 : 
乙醇 的 含义 是 指 95 多 的 乙醇 或 无 水 乙醇 ,H;O 是 指 蒸馏 水 或 去 离子 水 。 除 非 另 有 说 明 , 一 
切 离心 都 是 指 在 室温 下 进行 的 。 对 上 述 麦 达 方式 的 任何 变更 都 将 在 文中 注 明 。 建 议 您 在 
实践 任何 技术 以 前 , 先 参阅 “试剂 "部 分 ,并 预先 配 好 所 有 的 试剂 。 

某 些 试剂 和 设备 的 供应 厂商 在 文中 的 各 处 都 用 括号 注 明 并 列 于 附录 1Ie 由 于 大 小 供 
应 厂商 不 断 地 增加 ， 把 它们 都 罗列 出 来 是 不 可 能 的 。 如 果 列 人 的 供应 厂商 不 止 二 家 ， 
则 列 于 第 一 位 的 厂家 产品 是 我 们 所 使 用 的 ,并 且 效 果 也 比较 好 。 请 记 住 不 一 定 要 原样 昭 
搬 , 每 位 使 用 者 都 必须 找 出 满足 其 一 特定 目的 的 最 好 的 供应 来 源 。 再 者 ,质量 和 服务 可 能 
随时 间 而 改变 。 科 学 家 在 为 某 一 目的 而 选用 供应 来 源 时 要 注意 许多 方面 ,如 可 靠 性 ,服务 
KE RE OS ,地 区 及 负责 的 程度 等 。 

所 有 的 方法 都 写成 分 步骤 的 操作 程序 ， 因 为 它们 已 经 成 功 地 用 于 我 们 的 实验 室 。 大 
多 数 方法 都 有 多 种 变更 的 形式 ,而 收入 本 书 的 只 是 其 中 我 们 使 用 时 效果 最 好 的 。 对 于 试用 
过 本 书 中 某 些 方法 的 人 来 说 ,他 们 知道 要 想 很 好 地 使 用 一 种 方法 ,经 常 需要 克服 某 些 障碍 。 
只 要 可 能 ,我 们 将 谈 到 解决 间 题 的 窍门 ,以 及 错误 发 生 后 如 何 去 弥补 修正 。 因 为 想 面 面 俱 
到 地 重复 某 一 方法 是 不 可 能 的 (例如 ,要 用 同样 的 装备 ,供应 厂商 .试剂 批号 ,水 的 供应 等 )， 
所 以 我 们 力图 指出 最 易 出 现 毛病 的 地 方 或 不 应 该 改变 的 最 重要 之 处 。 这 些 方法 对 我 们 的 
工作 大 为 有 用 ,也 希望 它们 能 在 不 大 改动 的 条 件 下 为 您 提供 便利 。 

当 开 始 应 用 这 些 技 术 时 , 可 能 磁 到 的 主要 问题 是 溶液 等 的 污染 。 防止 污染 的 最 好 方 
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法 有 两 个 : 确实 保证 实验 用 水 是 相当 纯净 的 (并 始终 用 这 种 水 为 在 每 一 项 操作 中 都 戴 上 
外 科 或 实验 室 用 的 手套 。 

每 一 方法 都 附 有 参考 文献 。 在 大 多 数 情况 下 ,它们 是 原始 的 参考 文献 ,并 且 是 这 一 - 方 
,法 发 展 的 起 点 。 对 收入 的 大 多 数 方法 来 说 都 有 过 许多 发 展 阶段 ， 对 其 现 阶段 的 状况 可 能 


| 还 没有 文献 可 供 利 用 。 


大 多 数 方法 都 附 有 注释 ,其 中 含有 重要 的 附加 信息 。 在 任何 操作 之 前 ,从 头 至 尾 地 阅 
读 整 个 方法 (包括 注释 ), 将 会 大 有 好 处 。 

最 后 ,应 该 注意 到 在 某 些 情况 下 这 些 方法 具有 通用 性 。 它 可 用 于 其 一 特定 的 组 织 或 
细胞 ,也许 只 需要 稍 加 修正 就 能 用 于 另外 的 组 织 或 细胞 。 一 且 某 些 技术 在 实验 室 中 被 建 
立 , 它 们 就 可 能 得 到 扩充 或 修正 。 


在 许多 技术 中 都 会 用 到 的 一 般 扇 法 


很 多 方法 做 为 更 为 复杂 技术 的 一 部 分 而 被 反复 使 用 。 与 其 每 当 遇 到 它们 时 都 详细 加 
以 描述 ， 不 如 把 它们 作为 通用 性 方法 而 单独 列 出 。 在 对 较 大 型 的 方法 的 叙述 中 ， 可 参阅 
这 些 通用 性 方法 (例如 ,“ 在 微型 凝 胶 上 分 析 样 品 " 可 在 9-1 中 找到 对 它 的 描述 ， 而 “从 凝 
胶 上 电 洗 脱 DNA” 则 可 参阅 9-3, 

下 列 方法 是 常用 的 ,将 分 别 加 以 描述 : 

限制 性 内 切 酶 消化 (5-4) 

Southern 印迹 法 (5-6) 

缺口 翻译 (7-1) 
2 DNA 杂交 (7-2) 

细 获 的 转化 (8-1) 

微型 凝 胶 (9-1) 

电 洗 陪 (9-3) 

SS- 共 酚 抽 提 /乙醇 沉淀 (20-1) 

光 密 度 测 定 (20-3) 

凝 胶 照 相 (20-47) 

放射 自 显 影 (20-5) 

细菌 培养 平板 的 制备 (20-6) 

吻 菌 体 的 效 价 测定 及 平板 接种 (20-7) 

我 们 建议 在 做 较 复 杂 的 方法 前 , 先 学 习 和 做 一 做 这 些 实验 。 无 疑 在 很 短 的 时 间 内 您 
将 熟悉 这 些 党 用 的 方法 ， 而 不 必 在 复杂 的 试验 中 一 遇 到 它们 就 又 得 参阅 有 关内 容 。 
旗 用 本 手册 时 应 知道 的 缩写 和 术语 

在 本 手册 中 仅 用 了 很 少 的 缩写 词 。 除 了 下 面 列 出 的 以 外 ， 其 它 术 语 都 是 在 大 多 数 实 
稚 室 中 标准 化 的 用 语 。 如 要 全 面 了 解 分 子 生 物 学 术语 的 词汇 ,请 参阅 分 子 生物 学 教科 书 。 

A,T,G,C 一 一 核 背 酸 的 碱 基 , 依次 是 腺 嘎 叭 .胸腺 喀 啶 、\ 鸟 味 哈 和 胞 喀 喧 

bp 一 一 碱 基 对 

印迹 法 一 -DDNA RNA 或 蛋白 质 的 转移 ,一 般 从 凝 胶 转 到 男 体 支持 物 上 , 如 硝酸 纤维 
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Bie Ke 
dNTP — = Bee tht ARC dATP, uCTP) 
ddN TP —— = iol We AX Ik AK rR 
CA¥-— FO7KBK 95% 乙醇 
H,O— 447k (EB FMA) 
#8.) —— BEIM DNA INUSEINLA SIME SR RE SEH 
kb 一 一 千 碱 基 (1 000 个 核 背 酸 碱 基 ) 
NC 一 一 硝酸 纤维 素 
N° 一 一 某 一 特定 碱 基 限 量 的 核 背 酸 混合 物 ( 如 Co 表示 与 少量 G 碱 基 混合 ) 
O. D. 一 -在 一 定 波 长 读 出 的 光 密 度 ( 如 在 600nm kh) 
豪 核 苷 酸 一 一 一 小 段 DNA 顺序 ( 即 少 于 50 bp) 


pfu 一 一 空 斑 形成 单位 
RE 一 一 限制 性 内 切 酶 - 
U 一 一 酶 活力 单位 
UV 一 一 紫外 线 


可 目 主 复制 的 克隆 繁殖 载体 
厂商 名 称 的 简称 ,例如 BM,BRL\NEBL,P-L 等 请 参见 附录 。 
下 面 的 几 页 将 涉及 安全 事项 及 仪器 设备 。 


3-2 安全 事项 


实验 室 中 安全 是 最 重要 的 ,而 六 书 介绍 的 技术 往往 是 有 -一定 危 险 的 .虽然 某 些 有 危险 - 
的 地 方 在 叙述 方法 中 将 予以 指出 ， 但 不 能 把 本 书 看 作 是 一 本 安全 手册 ， 每 个 人 必须 了 解 
所 有 的 安全 措施 ,并 将 实验 室 的 操作 置 于 最 安全 的 条 件 下 。 对 如 何 使 用 化 学 试剂 .放射 性 
试剂 和 生物 学 试剂 而 进行 有 关 安 全 措施 的 全 面 讨论 已 超出 本 书 的 范围 。 下 面 提 到 的 几 点 
须 格外 留神 : 
有毒 的 化 学 试剂 

在 这 些 操作 中 所 用 的 其 些 化 学 试剂 是 有 毒 的 ,需要 倍加 小 心 。 许 多 溶剂 ， 像 氧 仿 . 异 
友 醇 . 异 丁 醇 . 正 丁 醇 ,甲醛 和 乙醚 ,应 在 通风 柜 中 使 用 ， 并 注意 保护 衣服 \ 皮 肤 和 呼吸 道 。 
另 一 些 试剂 有 可 能 是 致癌 物 或 诱 变 剂 , 像 省 乙 锭 、 甲 酰胺 , 须 在 操作 中 注意 防护 。 此 外 由 
于 上 述 及 其 它 试剂 的 毒性 ,在 实验 室内 绝 不 准许 用 口 来 吸 吸管 。 有 关 各 种 试剂 安全 使 用 
的 知识 可 由 供应 厂 高 提供 ,对 他 们 的 所 有 警告 都 必须 小 心 对 待 

放射 性 

有 些 实验 需要 使 用 2P 或 其 它 放射 性 物质 。 确实 保证 遵守 使 用 这 类 物质 时 的 所 有 守 
则 。 对 放射 性 废弃 物 也 要 同样 小 心 。 研究 所 应 该 有 管理 放射 性 物质 的 规则 。 TAS 
这 些 规则 及 操作 放射 性 的 步 又 ， 包 括 发 生 溢 漏 时 的 处 理 。 保 证 有 合适 的 屏蔽 ， 贮 存 和 处 ， 
理 也 要 得 当 。 总 而 言 之 ， 在 操作 放射 竹 的 玫 个 期 间 者 要 密切 注意 它们 的 去 向 并 有 善 地 处 | 
理 。 
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生物 学 管制 

您 想 用 的 某 些 微生物 可 能 比 一 般 实 验 台 操作 需要 更 为 严格 的 了 雇 制 。 您 必须 知道 这 
- 些 要 求 并 进行 较 高 水 平 的 管制 。 美国 国家 卫生 研究 院 (NIH) 在 《重组 体 DNA 研究 的 准 
则 》 中 对 各 种 实验 提出 了 专门 的 建议 。 要 了 解 地 区 性 的 或 政府 的 关于 控制 生物 技术 操作 
的 法 令 。 当 溢出 发 生 时 ,要 知道 如 何 去 除 污染 和 灭 菌 。 


设备 方面 的 危险 


在 这 些 技 术 中 所 用 的 其 些 设 备 如 操作 不 当 可 能 会 出 现 危 险 ， 特 别 是 可 能 来 自 电 泳 电 
源 的 电击 危险 。 因 此 ,需要 参阅 仪器 的 说 明 书 以 了 解 安 全 措施 。 

对 全 部 上 述 的 内 容 , 都 可 由 试剂 .放射 性 物质 及 设备 的 供应 厂商 处 得 到 有 关 潜 在 的 危 
险 .毒性 和 安全 管理 的 资料 。 同 时 ,职业 安全 与 健康 署 (OSHA) 和 读者 所 在 的 研究 所 也 有 
关于 使 用 大 多 数 试剂 时 潜在 危险 的 说 明 。 研 究 工 作者 必须 知道 可 能 存在 的 全 部 危险 ， 并 
知道 如 何 安全 地 处 理 它们 。 


3-3 分 子 生 物 学 研究 所 需要 的 仪器 设备 


本 书 中 收入 的 实验 需要 多 种 仪器 。 好 在 其 中 的 大 部 分 都 是 许多 生物 化 学 和 细胞 生物 
学 实验 室 中 常备 的 。 另 一 些 设备 是 在 特定 的 情况 下 使 用 的 ， 它 们 在 非 分 子 生 物 学 的 实验 
室 中 一 般 见 不 到 。 
无 法 将 全 部 用 于 分 子 生 物 学 实验 中 的 设备 都 列 出 来 ， 下 面 列 出 的 设备 被 认为 是 最 重 
Zo " 


重要 的 普通 设备 

保温 箱 于 

几乎 任何 方法 都 少不了 多 次 保温 。 能 从 一 种 温度 调 到 另 一 温度 是 重要 的 ， 因 此 至 少 
需要 2 台 加 热 水 浴 锅 。 冷 冻 浴 设备 一 般 来 说 并 非 必要 ， 只 要 有 一 个 调 到 合适 温度 的 冰 祖 
中 可 满意 地 工作 。 同 时 , 至 少 要 有 一 合 干燥 箱 ( 烘 箱 ) 和 一 人 台 真 空 箱 。 某 些 培养 箱 还 带 有 
振 功 、 旋 转 和 蜗 动 等 能 力 ， 需 有 几 台 分 别 具 有 这 些 功 能 的 培养 箱 或 带 有 不 同 功能 附件 的 
培养 箱 c 

细胞 培养 装置 

环形 振动 装置 和 转 鼓 对 于 细胞 培养 是 经 常 需要 的 。 为 导 免 细胞 和 反应 器 污染 ， 需 要 
大 量 无 菌 的 一 次 性 细胞 培养 器 血 。 需 要 一 台 CO, WA, AK 37°C 培养 哺乳 动物 细胞 。 
需要 一 台 细 菌 培养 器 。 一 台 无 菌 的 层 流 柜 ( 超 净 工作 台 ) 对 于 哺乳 动物 细胞 的 工作 是 有 用 
驳 , 也 许 是 必要 的 。 为 了 研究 某 些 重组 体 , BCL 2 或 BCL 3 水 平 的 控制 可 能 是 必要 的 。 为 
了 观察 细胞 ,需要 一 人 台 倒 置 显 微 镜 。 


Re 
一 合 高 压 消毒 锅 用 来 消毒 在 许多 方法 中 都 要 用 的 灭 菌 溶液 .玻璃 器 血 等 。 滤 膜 与 滤 


we 


器 (0.22wm) 用 来 对 溶液 灭 菌 。 紫 外 线 、70 匈 乙醇 及 火焰 用 于 仪器 设备 灭 菌 。 


离心 机 

许多 方法 中 都 需要 多 次 离心 ， 因 此 ， 需 要 一 人 台 微 型 离心 机 、 一 全 可 用 大 试管 的 冷冻 
人 台式 离心 机 、 一 台 适 用 于 多 种 大 小 离心 管 的 落地 式 冷 冻 离 心机 和 一 人 台 超 离心 机 (要 有 角 
度 转 头 \ 水 平 转 头 和 悬挂 转 头 )。 在 冷 室 中 再 有 一 台 微 型 离心 机 会 是 很 方便 的 。 鉴 于 有 些 
操作 要 长 时 间 离 心 , 每 种 类 型 的 离心 机 最 好 能 有 几 台 。 


冷冻 

一 台 普 通 冰箱 ， 一 台 一 20sc 冰冻 器 (也 可 是 冰箱 的 一 部 分 )， 还 需要 一 台 一 70h 
箱 。 因 为 很 多 试剂 要 在 —20C 保存 ,再 有 一 台 一 20%c 冰箱 是 有 用 的 。 为 了 进行 反应 称 
在 4" 离心 ,一 间 冷 室 是 有 用 的 。 冰 箱 和 低温 冰箱 里 的 空间 总 是 十 分 有 用 ，, 因为 不 论 开 始 : 
时 冰箱 容积 如 何 宽裕 ,很 快 您 就 会 感到 它 过 分 拥挤 了 。 液 扬 、. 干 冰 和 碎 冰 也 是 必要 的 。 

安全 

很 多 溶剂 能 逸 出 毒气 ,因此 必须 有 通风 柜 。 使 用 字 时 需要 有 有 机 玻璃 屏蔽 。 BA 
合适 的 贮存 和 废物 管理 系统 。 要 使 用 大 量 塑 料 手套 (根据 特定 的 需要 、 所 用 的 溶剂 及 个 人 . 
的 僵 爱 ,手套 的 材料 各 不 相同 )。 为 了 抓 动物 、 使 用 干冰 和 玻璃 器 血 ， 也 要 有 合适 的 手套 。 
各 研究 所 会 有 使 用 和 管理 动物 .化 学 试剂 和 溶剂 及 放射 性 物质 的 规则 。 根据 这 些 规则 的 : 
内 容 , 也 许 要 有 为 贮存 和 操作 而 附加 的 特定 装备 和 用 品 。 
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在 这 些 方法 中 要 用 多 种 不 同 大 小 的 试管 。 最 普遍 的 是 1.5ml 微量 离心 管 , 大 约 10 
15ml 的 聚 丙烯 试管 同样 大 小 的 扣 由 试管、 无 菌 的 螺 帽 试管 (通常 用 于 细胞 培养 ) 及 各 种 
BESS. 还 需要 不 同 大 小 的 一 次 性 使 用 的 瓶子 ,培养 亚 、 微 型 滴定 板 、 移 液 管 头 及 其 
它 各 种 与 细胞 培养 有 关 的 塑料 器 严 。 


RIS 

细胞 培养 用 的 大 烧瓶 (1 一 4L) 和 各 种 玻璃 试剂 瓶 。 用 于 进行 反应 和 离心 的 厚 壁 试 答 
(30ml Corex 试管 )。 各 种 普通 实验 室 玻璃 器 血 ( 三 角 烧 瓶 . 烧 杯 、 量 简 等 )。 所 有 用 于 - 
DNA 和 RNA 样品 的 玻璃 器 血 都 要 用 酸 洗 并 在 用 前 灭 菌 。 

放射 性 测量 

对 使 用 :HE “C、S HP 放射 性 标记 物 的 工作 ， 需 要 有 液 闪 计 数 器 。 对 于 监测 操作 : 
2P 标记 的 放射 狂 物 质 及 处 理 废物 , 盖 革 计数 器 是 很 有 用 的 。 

光学 测量 

对 许多 操作 来 说 ， 紫 外 /可 见 分 光 光 度 计 是 必要 的 。 折 射 计 也 有 用 , (AEDS. RIP 
透射 光源 (302nm) 可 用 于 观察 反应 产物 。 当 进 行 凝 胶 照 相 时 ， 再 有 一 人 台 手 提 式 紫外 光源 


es 12 。 


更 为 方便 。 

普通 实验 室 装置 

pH 计 、 加 热 挠 拌 器 .旋涡 振 荡 器 \ 称 取 试 剂 的 天 平 .实验 室 计 时 钟 、 移 液 器 和 干 燥 器 
全 都 是 需要 的 。 梯 度 发 生 器 和 部 分 收集 器 是 需要 的 。 还 要 有 真空 氮气、 空气 .CO 和 O: 
的 供应 。 

水 


高 纯度 的 去 离子 水 、 蒸 馏 水 的 来 源 非常 重要 。 注意 本 书 所 有 步骤 中 提 到 水 的 地 方 都 
是 指 这 样 的 纯 水 。 某 些 操 作 中 要 求 高 压 灭 菌 或 自来水 的 地 方 都 已 加 以 说 明 。 水 的 纯度 不 . 
合格 是 潜在 的 问题 来 源 。 


专用 设备 

了 照相 

给 凝 胶 拍 照 的 一 人 台 拍 后 即 可 冲洗 出 照片 的 波 拉 罗 伊 德 (Polaroid) 照相 机 是 必要 的 > 
还 要 有 一 台 带 有 长 波 紫外 光源 ( 约 302nm) 的 透 照 系统 。 

aH A LH 

自 显影 曝光 过 程 中 常用 装 X 线 片 的 暗盒 。 冲洗 X 线 片 的 系统 是 需要 的 ， 一 台 目 动 冰 : 
竹 机 会 非常 有 用 , 但 不 是 必需 的 。 对 这 些 操 作 来 说 显影 增 感 屏 是 有 用 的 。 

电泳 系统 
至 少 两 台 包 括 电 源 及 垂直 胶 、 水 平 胶 和 微型 胶 的 电泳 系统 是 必要 的 。 对 某 些 操作 来 : 
说 ,可 提供 大 电流 (400mA ) 或 高 电压 (2 QO0V ?了 电源 是 必要 的 。 在 这 些 系 统 中 还 需要 玻 . 
璃 和 塑料 的 平板 成 型 梳 ` 垫 片 , 夹 子 等 。 

大 张 的 Whatman 3MM 滤纸 ，23cm 宽 的 滤纸 卷 及 20 X 20cm 的 方块 滤纸 都 是 有 用 | 
的 。 硝 酸 纤维 素 膜 (NC) 用 于 做 琼脂 板 或 凝 胶 的 印迹 。 建议 买 现成 的 20 x 20cm RE 
82mm 培养 加 一 样 大 小 的 圆 形 滤纸 ( 菜 些 新 的 滤 膜 , 如 尼龙 筛 可 用 来 代替 硝酸 纤维 膜 ， 读 : 
者 也 许愿 意 一 - 试 )。 还 要 准备 用 于 过 滤 或 内 烁 计数 的 其 它 滤纸 。 

& fem 

各 种 大 小 的 塑料 盘 、. 严 ,用 来 盛 放 \ 贮 存 凝 胶 和 滤纸 等 物 和 在 上 面 进 行 反应 。 可 购买 : 
清洁 的 塑料 盘 。 

特殊 装备 

当 用 硝酸 纤维 膜 革 作 时 ,一 台 塑 料 袋 热 封 口 装 置 是 很 有 用 的 。 为 了 小 体积 的 、 放 射 性 : 
样品 的 工作 和 其 它 且 的 ,各 种 注射 器 及 小 针头 是 需要 的 。 小 体积 的 移 液 管 ,定量 配 液 或 多 


“二 


ACK BREE EAN. MRP A RARIMA EAD, (IEKE, BE-ArRM 
来 干燥 做 顺序 分 析 的 胶 , 还 需要 一 台 真 空 干燥 设备 以 干燥 样品 。 为 了 基因 转移 小 鼠 的 分 
析 , 尚 需要 一 些 特 殊 的 仪器 (20-1)。 

自制 的 装备 

可 以 自制 一 些 设 备 , 如 电泳 槽 。 有 些 设备 如 电 融 合 器 , 可 能 还 不 易 买 到 ， 因 此 也 需 自 
filo Mik, 随 着 分 子 生 物 学 装备 和 试剂 的 供应 厂商 日 益 增多 , 这 些 设备 也 将 会 容易 得 


到 。 
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第 4 章 克隆 繁殖 载体 和 细菌 细胞 
4-1 pBR322 


这 是 一 个 有 4 362bp 的 双 链 DNA 质粒 克隆 繁殖 载体 ,利用 它 能 够 简便 快速 地 制备 克 
有 的 重组 DNA 片段 。 它 含有 两 个 抗生素 (四 环 素 和 氨 革 青霉素 ) 抗 性 基因 、 一 个 复制 起 点 
和 许多 对 克隆 繁殖 或 亚 克 隆 繁殖 的 限制 性 片 侦 有 用 的 限制 性 位 点 。 pBR327 除了 在 1427 
和 2516 之 间 的 所 有 核 昔 酸 缺 失 外 ,其 余 都 与 pPBR322 相同 。 删 去 这 些 顺 序 可 缩小 克隆 繁 
- 殖 载体 ,并 且 可 以 去 除 已 被 证 实干 扰 克 隆 DNA 在 真 核 细 胞 表达 的 那些 顺序 。 pBR327 仍 
含有 两 个 抗生素 抗 性 基因 。 按 照 惯例 ,第 一 位 核 苷 酸 是 EcoRl 识别 位 点 GAATTC 的 第 
-一 个 T。pPBR322 和 由 pBR322 衍生 的 质粒 是 很 常用 的 质粒 载体 。 

当 缺 乏 抗 性 基因 的 大 肠 杆菌 转化 成 功 时 ， 这 些 质粒 克隆 繁殖 载体 能 提供 对 抗生素 的 
抗 性 。 这 两 个 抗生素 抗 性 基因 具有 独特 的 用 于 DNA 片 朋 插 人 的 克隆 繁殖 位 点 。 用 限制 
-性 内 切 酶 打开 质粒 , 插 人 一 个 与 连接 酶 匹配 的 DNA 片 段 将 使 这 个 抗 性 基因 失 活 。 但 是 , 选 
: 洗 可 以 通过 将 转化 细胞 生长 和 接种 在 另 一 种 抗生素 存在 的 条 件 下 实现 。 例 如 ， 将 克隆 的 
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图 4.1 pBR322 的 限制 性 图 谱 * 黑 体 的 限制 性 内 切 酶 只 有 一 个 切 点 。 


DNA 播 人 到 pBR322 的 Ps 位 点 , 则 当成 功 地 将 此 质粒 转化 到 大 肠 杆菌 中 去 后 ， 它 虽 不 - 
能 提供 对 氮 葵 青霉素 的 抗 性 , 但 仍 能 提供 对 四 环 素 的 抗 性 。 


参考 文献 


Bolivar, F., Rodriguez, R., Greene, P., Betlach, M., Heynecker, H., and Boyer, H., Gene 2:95，1977. 
Sutcliffe, J., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 15: 3737, 1978. 


4-2 M13 


M13 是 细 丝 状 、 雄 性 特异 的 大 肠 杆 菌 噬菌体 , 它 含 有 7.2kb 的 单 链 环 状 DNA 基因 组 = 


Cla 16039 Hine 116405 


Neil 5995 \ Gsu/ 6056 Hpa | 6405 
Ava 1.5825 Ace | 6090 Xmn 1357 
Sau 9615724 
Dra 1115716 
Ban | 5677 
Ban 15643 
Nae 15613 
; bo fd AsiN 11014 
Ban | 124? 
Bal | 5080 SnaB 1! 1268 
Cfr 1.5080 
ee Nsp8 I 163%: 
= Bsm 11746 
Ne) 1924 
BsiN | 1966 
BamH | 2220 
Xho I 2220 


Cla | 2527 
Xmn\ 2646 
Eco 47 Ill 2710 


Eco 47 \\) 3039 


图 4.2 妓生 型 M13 HOP ERS AS mp7 an p8,mp9,mp10,mpl1,mp18,mp19 结构 的 
多 功能 克隆 繁殖 位 点 。 此 mp 系列 载体 由 改良 的 野生 型 M13 组 建 。 


M13mp 系列 的 克隆 繁殖 载体 是 野生 型 M13 噬菌体 的 改良 品种 ,许多 DNA PBB ERE 
繁殖 进入 此 喉 菌 体 载 体 。 已 将 一 个 多 聚 衔接 顺序 (或 一 组 限制 性 位 点 ) 引 人 Lac Z SEES 
的 氨基 末端 。Lac Z BARA RPE FUCK SLED AMER, BRS 
#81 Fr BRAY M13mp 吻 菌 体感 染 某 些 缺乏 p- 半 乳糖 苷 酶 〈gal-) 的 细菌 ， 如 JM103 或 
JM109, 补 充 宿主 细胞 的 gal” 表 型 ,使 这 些 细 菌 成 为 gal+, 并 使 这 些 细菌 能 够 将 半 乳 糖 渤 
似 物 Xgal 代谢 成 为 一 种 蓝 色 素 。 一 种 定位 在 多 聚 衔接 区 的 克隆 插 人 片段 将 阻 断 lac 2: 


se 16 。 


\ 多 功能 克隆 繁殖 位 点 DNA 4m 
: ACGAATICCCCGGATCCOTCGACCIGCAGGTCGACGGATCCGGGGAATICACTG 
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图 4.2 


。17 。 


工 因 ,使 噬菌体 变 为 gal -。 因 此 有 一 些 lac 大肠 杆 菌 ,例如 JM103 或 JM109， 即 使 被 重 - 
组 Mi3mp 史 菌 体感 染 , 亦 不 能 将 Xgal 代谢 成 为 蓝 色 素 。 所 以 ,透明 的 空 资 表示 含 插 人 
片段 的 叹 菌 体 , 而 蓝 色 的 空 斑 则 含有 野生 型 非 重 组 体 。 

单 链 寡 核 彰 酸 引物 可 由 多 个 商业 来 源 得 到 ， 因 此 利用 双 脱 氧 链 终止 方法 能 直接 测定 - 
Mi3mp 插 和 人 片段 的 核 彰 酸 顺 序 。 此 外 ， 引 物 延 长 可 以 产生 用 于 S1 核酸 酶 分 析 的 放射 性 - 
单 链 探 针 。 

从 Ml3mp 8 和 mp 9 开始 ,可 得 到 成 对 的 载体 ,它们 在 克隆 繁殖 区 的 核酸 内 切 酶 位 点 : 
次 序 正 好 相反 。 这 对 于 一 个 具有 不 对 称 末端 的 插 人 片段 ,从 两 端 进行 顺序 分 析 是 非常 有 有 忆 : 
的 。 最 近 ,mp 系列 又 增加 了 两 种 新 型 载体 和 mp18 和 mp19。 它 们 在 多 聚 衔接 区 含有 几 个 - 
新 的 限制 性 位 点 ,使 得 在 克隆 繁殖 时 能 更 为 灵活 。 这 些 噬菌体 在 采用 双 脱氧 链 终止 法 (入 
16 章 ) 进 行 顺 序 分 析 时 是 非常 有 用 的 。 


参考 文献 


Messing, J., Gronenborn, B., Muller-Hill, B.,and Hofschneider, P. H., Proc. Natl. Acad. Sci., USA. 
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Messing, J. [n: Methods in Enzymology 101 (part C): Recombinant DNA. (R. Wu, L. Grossmanp 
and K. Maldave, eds.). Academic Press, New York, 1983, pp. 20—78. 


4-3. pUC 


此 系列 质粒 具有 许多 对 分 子 生物 学 家 有 利 的 pBR 和 M13 质粒 的 特点 。 这 些小 质粒 
《2.7kb) 具 有 PBR322 氮 革 青霉素 抗 性 基因 、pBR322 的 复制 起 点 和 大 肠 杆 菌 LacZ 基因 
的 部 分 。 唯 一 的 限制 性 内 切 酶 识别 位 点 的 多 聚 衔接 顺序 是 在 Lac 区 内 ， 这 与 M13 的 多 
克隆 繁殖 位 点 一 样 。 此 PUC 质粒 能 生长 出 很 高 的 复 本 数 ， 并 且 可 以 用 毛 霉 素 扩 增 。 OS 
LNA 片段 克隆 进 pUC 的 这 个 区 域 , 则 使 Lac 基因 失 活 。 这 些 质 粒 当 转化 进入 适当 的 Lac 
大 肠 杆菌 ,例如 JM103 或 JM109, 并 且 在 含 IPTG 和 gal 的 条 件 下 培养 时 ， 便 产生 出 息 
色 或 透明 的 菌落 。 不 含 插 人 片段 的 PUC 转化 进入 同样 的 细胞 则 产生 蓝 色 的 菌落 。 与 M13 
系列 一 样 ,PUC 载体 可 成 对 地 使 用 ,在 这 一 对 PUC 载体 中 的 克隆 繁殖 区 内 ， 它们 的 RE 位 
点 相对 于 Lac Z 启动 子 呈 相反 的 次 序 ;pPUC8 和 9 以 及 pPUC18 和 19 就 是 这 样 的 两 对 载体 e 
pUC 载体 的 便 用 在 15-4 中 介绍 。 


参考 文献 
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4-4 jst10 


Agtl0 是 含 43kb 的 由 1 噬菌体 衍生 的 线性 双 链 DNA 的 克隆 繁殖 载体 ， 它 对 于 克隆 
繁殖 像 CDNA 插 人 片段 这 样 的 小 的 ( 二 7kb)、 在 其 未 端 连 有 EcoRI 衔接 物 的 EcoRI FO 
段 是 很 有 用 的 。DNA 插 人 至 18t10 唯一 的 EcoRI! 位 点 ,使 cL( 阻 过 物 ) 基 因 失 活 ， 产 生 . 
cl 喉 菌 体 。 未 重组 的 1g8t10 是 cl”, ER 600 KAMA RNA ABE TERR 


es 18 。 


多 功能 克隆 繁殖 位 点 
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图 4.3 pUC AN ARY PUC 8,9,12,13,18 和 19 的 多 聚 衔接 区 的 限制 性 酶 切 图 说 。 
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4.4 4gt10) 示 出 多 功能 克隆 繁殖 区 中 的 4.5 48gtl1， 示 多 功能 克隆 繁殖 区 的 
主要 限制 性 内 切 酶 位 点 。 主要 限制 性 内 切 酶 位 点 。 


Ft, BA cl MRAM ERK SR BSAA SM BSH. Ih, 在 一 种 携带 hf1A 
150 3825 (i BAA ER ABT Ra, RA cl MEARE RAE, iff cl* 
ASAE BAAR EK RE AE ERA AC. AALS, Alt, 47 c600 HfIA 中 
使 用 2gt10 系 统 时 ， 对 是 否 携 有 重组 体 的 噬菌体 可 因 其 空 斑 的 形成 而 易于 选择 。 
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4-5. Agt. lt 


Agtll 是 含 43.7kb 的 线性 双 链 A IE ES oe ES A, STI Po a RN EcoR, 
PrBe( < 6kb), 特 别 是 带 有 EcoR| HH EA cDNA HB HERA SMRHE DNA 所 用 的 
淮 一 EcoRI 位 点 处 于 LacZ 基因 羧基 端 附近 。 在 此 克隆 繁殖 载体 中 ,外 源 性 DNA 顺序 可 
被 表达 为 8- 半 乳糖 苷 酶 融合 蛋白 。 由 gt11 产生 的 重组 体 基因 文库 可 用 抗体 探 针 或 用 核 
酸 探 针 筛选 , 因为 抗体 能 检测 由 重组 体 ,1gtl1 吻 菌 体 表达 的 融合 蛋白 。 另 外 ,外 源 性 DNA 
插 人 BEocRI 位 点 使 噬菌体 成 为 gal ,而 未 重组 的 1gt11 是 gal*。 对 合适 的 sal 的 大 肠 杆 
菌 宿主 (Y1090)， 重组 喉 菌 体 在 Xgal 板 上 形成 透明 空 琐 ， 而 未 重组 噬菌体 则 形成 蓝 色 空 
SE, HBA RNFESRRARRAA. B 1gt10 相反 ,对 未 重组 的 噬菌体 无 选择 。 因 
此 , 用 核酸 探 针 筛选 时 ,2gt10 是 较 好 的 载体 ,用 抗体 探 针 时 , 则 采用 2gtl1l。 

此 种 克隆 繁殖 载体 还 有 两 种 有 用 的 遗传 性 质 : 〈1) 含有 一 个 对 温度 敏感 的 溶菌 生长 
《c1857) 的 阻 遏 物 , EE 42°C 失 活 , 在 32%C 活化 ,具有 对 溶 原生 长 的 选择 作用 ; (27 它 有 一 
个 焉 珀 突变 S100, 能 使 所 有 不 含 强 琥珀 校正 突变 的 大 肠 杆 菌 宿 主 表现 出 溶菌 作用 缺 
So 
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4-6 EMBL3 和 EMBL4 


EMBL3 是 1 替换 载体 ,携带 两 组 促进 Mol, BamHI, EcoRI, Bglll,Xhol,Bcll 和 Sall 
切割 片段 克隆 繁殖 的 多 聚 衔接 顺序 。 在 经 部 分 Mol 消化 后 ， 它 作为 一 个 能 产生 基因 组 
文库 的 克隆 繁殖 载体 是 非常 有 用 的 。 此 克隆 繁殖 载体 可 以 容纳 多 至 约 23kb AVAL ER, 
使 其 适合 于 基因 组 文库 的 构建 。 多 聚 衔接 顺序 的 设计 简化 了 对 15 一 20kb 大 小 的 Mboi 
片段 的 克隆 繁殖 载体 的 制备 。 并 且 , 此 多 聚 衔接 顺序 能 在 克隆 袋 殖 位 点 使 被 克隆 的 DNA 
易于 移 去 。 这 种 双 链 的 44kb DNA MR AER LE392 这 样 的 合适 的 大 肠 杆 菌 宿主 菌株 
中 生长 良好 。 这 是 一 种 对 构建 基因 组 文库 很 有 用 的 载体 。 还 有 一 种 载体 一 -EMBL4, 它 在 
多 聚 衔接 区 用 于 克隆 繁殖 EcoRI BRAS Was hie RKP Ee A lo 
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4-7 Charon 28 


Charon 28 是 最 初 用 于 克隆 大 的 BamHI 和 Mool FRAN ASRRAZ—. 此 克 
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图 4.6 EMBL3 和 EMBL4; 示 出 用 于 克隆 繁殖 的 限制 性 内 切 酶 位 点 的 方向 。 


隆 繁殖 载体 可 以 容纳 多 至 20kb 的 插 人 片段 。 目 前 存在 的 许多 真 核 细胞 基因 组 文库 都 是 用 
此 载体 构造 的 。 其 插 和 人 位 点 缺少 EMBL] PRAMS RAE, 使 得 切断 被 克隆 的 插入 
片 疏 或 制备 克隆 繁殖 载体 颇 为 困难 。 此 外 ， 在 Charon 28 构建 的 文库 中 ， 各 种 重组 体 和 的 
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图 4.7 在 Charon 28 2221 载体 上 有 具 代表 性 的 限制 性 内 切 酶 位 点 。Charon 是 一 个 
替换 载体 ;图 中 裂隙 表示 中 心 部 分 被 去 除 , 以 接受 一 外 5 一 20kb 的 DNA, 


噬 菌 殉 大 小 波动 很 大 , 这 对 筛选 文库 是 不 利 的 。 
参考 文献 


Blattner, F., et al., Science, 196: 161, 1977. 
Rimm, D. L. Horness, D., Kucera, J., and Blattner, F. R., Gene 12: 301, 1980. 
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大 部 分 宿主 细菌 菌 株 是 由 大 肠 杆 菌 衍生 的 。 由 于 它们 独特 的 遗传 性 质 ， 不 同 的 克隆 
繁殖 载体 需要 特异 的 宿主 细胞 以 供 转 染 。 下 表 列 出 了 本 书 中 介绍 的 载体 及 其 所 用 的 宿主 
细胞 。 


宿主 细胞 * 


载 体 培 养 基 


pBR322 > HB101, JM107, JM109 |LB( 含 抗生素 ) 15-2 
pUC 系列 JM103 LB (2A BEA) 15-4 
A ER LE392 LB & MgSO, 12-1 
M13 JM103, JM107, JM1i09 LB 16-5 
EMBL3 LE392 LB & MgSO， 13-5 
Charon28 LE392, c600 LB & MgSo, 13-5 
人 gt10 c600，c600hflA LB 含 MgSO， 14-1 
Agtil Y1090, BNN97 LB (QR"EBBSHKA Megso,)| 14-1 
pSP64. pSP65 LE392,HB101 LB (Sax EBA) 11-7 
Bluescribe JM109 LB (GABBA) 11-7 


* JM103,JM107 7] JM109 的 细胞 贮存 在 小 型 的 琼脂 板 上 。 


不 同 的 供应 商 对 每 一 载体 系统 还 提供 了 另外 的 细菌 宿主 。 细菌 菌 种 可 由 :American 
‘Type Culture Colletion (ATCC) 或 其 它 的 细胞 贮存 单位 购 得 ( 见 附 录 UD, 
《 刘 亚 起 译 wes se) 
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第 5 章 ， 走 核 细胞 DNA 的 制备 


9-1 DNA 的 快速 制备 法 


az ， 


奉节 分 绍 用 最 少 的 步骤 和 时 间 制 备 多 份 小 样品 的 方法 ,; 所 制备 DNA 的 质量 可 适 昌 
Til HE BEAN Southern 印迹 分 析 。 但 由 于 组 织 匀 浆 器 切断 了 基因 组 DNA， 使 经 此 法 
纯化 的 DNA 质 量 还 不 能 适用 于 DNA 文库 。 


实验 所 需 村 间 
4=-5 1\ \ 时 


特殊 设备 
组 织 匀 浆 器 (Polytron 或 其 它 同类 装置 ) 
宏扬 器 

试剂 ， 

_ 匀 浆 缓冲 液 4ml SEMEN MI Hs 
0.1mol/L NaCl En 
0.2mo!/1: FE RR > TAP OGG 
0.0imol/L EDTA sol Fg Pn 
0.3mol/L Tris, pH8.0 

10% SDS 

SS-R HM 

氯仿 

8mol/L BAM FRY 
Cie: 7 

TE RY 

方法 siete 

1.3% DNA 组 织 块 ( 例 如 100mg 以 下 的 小 鼠 尾 巴 ) 放 人 10ml 带 盖 的 聚 丙烯 管 LER 

CidIo 
2. A 2.0ml 匀 浆 缓冲 液 。 

3. 用 组 织 匀 浆 器 (如 Polytron) 研 磨 至 无 小 块 可 见 。 
4. 加 12541 10%SDS, He RIE o 
5. FE 65 KB) Rif 30 分 钟 。 pees CEP ae 
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6. JM 35041 8mol/L 栈 酸 钊 ,旋涡 振荡 混 匀 ， 冰 洽 样 品 60 分 钟 。 

7. At 5 000X g,10 分 钟 ,45C。 

8. 将 上 清 液 移 人 另 一 支 10ml 试管 , KUT 

9. 加 2ml 氯仿 和 2ml SS- 苯 酚 于 提取 液 中 ， ve iA LIBR ELL Jo RAH 
Ri—-BbEARDS. 

10. ELMKEBAD-XKE HK PERK 

11. 加 2ml 氯仿 ,同上 法 混 匀 。 静 置 至 分 出 两 相 。 Mi FRA 

12. 将 5ml 乙醇 加 入 水 层 以 沉淀 DNA。 站 倒 试管 轻 轻 混 匀 。 离心 1500Xg,，10 分 钟 。 
DNA 将 形成 小 沉淀 块 。 

13. ER EWR, I 5ml 80% CB, BRED. 

14. Bt 1500Xg,5 44H, 

15. 去 除 乙 醇 , 吸 干 液体 。 将 试管 在 室温 静 置 至 少 30 分 钟 , 使 沉淀 物 部 分 干燥 ， 但 不 
得 完全 干燥 。 

16. 将 沉 迹 物 重 新 悬浮 在 300u TE 缓冲 液 中 ， 在 室温 轻 轻 振 摇 90 分 钟 ，4”C 保存 。 
DNA 样品 是 稳定 的 ,可 保存 6 个 月 以 上 。 

12. 样品 现 可 供 RE 裂解 (5-4), 并 可 加 到 琼 泳 脂 糖 凝 胶 中 进行 电 泳 45-5)[ 注 释 (2)1。 


注释 


(1) 好 的 组 织 来 源 是 距 小 鼠 尾 部 末端 2cm 处 。 当 进一步 工作 前 需要 在 活 鼠 上 做 基因 组 DNA 分 析 
讨 , 这 是 特别 有 用 的 。DNA 来 源 也 可 以 是 泉 晶 ,培养 细胞 和 小 块 新 鲜 或 冰冻 的 组 织 e, 含 高 水 平 内 源 性 
DNA 酶 的 组 织 可 能 产生 降解 的 DNA 祥 品 。 

(2) 由 于 样品 中 RNA 的 污染 ,这 种 方法 制备 的 DNA 样品 不 能 被 精确 地 测定 光 吸 收 e 


5-2 WER RA DNA 的 一 般 方法 


提要 


此 方法 适用 于 Southern 印迹 和 文库 构建 的 高 质量 .高 分 子 量 的 基因 组 DNA 的 制备 。 
用 蛋白 酶 攻 从 细胞 中 释放 核酸 ,然后 用 了 Nase A 去 除 RNA。 此 方法 主要 用 于 培养 的 细 
Hd. 


实验 所 需 时 间 | 
BUR: 1 小 时 
1 第 2K 5 小 时 
第 3 天 : 6 小 时 
试剂 
磷酸 盐 缓 冲 生 理 盐 水 (PBS) 


& AAS K AK, lmg/ml(BM) AF: 
i0mmol/L Tris, pH7.4 


«25 «4 


19mmol/L EDTA 
150mmol/L NaCi 
0.4%SDS 《最 后 加 ) 
SS-R 
El 
TE AYR 
RNase ACK 4 DNA fi), 10mg/ml [注释 (1)] 
3mol/L #& A, pH7.4 
Ce 
方法 
实验 准备 ， Com i 
培养 细胞 供 提 取 DNA, SPR KISH ABE A 
提取 DNA 


1. 10° 细胞 置 于 15ml 带 盖 试 管 离心 000% g,5 FHL ER(2) 1. HEB RMe 
2. 将 沉淀 物 重 新 悬 于 10ml PBS 中 , 重复 步骤 1。 
3. 将 1 体积 的 正 积 细胞 与 10 倍 体积 的 蛋白 酶 K 溶 液 混合 。 
14.65sC 保温 15 分 钟 。 
5. 置 于 50ml 带 螺 帽 的 聚 丙烯 试管 中 ，37%C 轻 轻 振 摇 过 夜 。 


* A —ia & DNA | 


6. 用 等 体积 的 1:1 的 SS- 苯酚 、 毛 仿 混合 液 抽 提 溶液 ， 倒 转 试 管 以 充分 混 匀 ， 移 人 
30ml Corex 管 中 。 离 心 12 000Xg,10 分 钟 , 分 相 。 

7. 用 底 端 口 大 的 吸管 将 上 层 水 相 移 人 另 一 支 试管 。 小 心地 保留 界面 。 

8. 重复 有 机 溶剂 抽 提 步骤 6 和 7, 直至 两 相间 的 界面 物质 看 不 见 为 止 。 

9. 将 水 相 移 人 另 一 30ml 试管 。 

10. 测量 水 相 体积 ， 加 1/10 体积 的 3mol/L 鳍 酸 钠 及 2. 5 体积 的 乙醇 ， er 
So 

11. 基因 组 DNA 应 立即 沉淀 。 

12. 离 心 12 000Xg,10 分 钟 , 收 集 沉 淀 的 DNA, WHA 5ml 80% 乙醇 洗涤 , B wd 
DNA。 倾 去 乙醇 并 空气 干燥 DNA 片刻 。 

13. 将 DNA 沉淀 物 重新 溶解 于 4.5ml TE 缓冲 液 有。 如 果 DNA EP RAR, DT 
MLE 37°C 振 摇 过 夜 , 令 其 溶解 。 


第 三 日 5 
14. 加 25pl 10mg/ml RNase A (不 含 DNA 酶 ),37%C,30 分 钟 。 


15. 加 500¢1 3mol/L Rie AT 5ml 1:1 的 SS- 茶 酚 、 氯 仿 混合 液 , 颠倒 试管 多 次 以 混 ， 
匀 样 品 。 
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16. 离心 12 000Xg, 10 分 钟 , DAMA 

17. 将 上 层 水 相 移 人 另 一 试管 ,加 5ml AG, 重复 步骤 16。 

18. 将 上 层 水 相 移 人 另 一 30ml Corex 管 中 [ 注 释 (3)]。 加 12.5ml 乙醇 (2.5 FAR) 
ARIA I INS IBA. IAA DNA 应 即刻 沉淀 。 

19. Bib, KAA 16, 倾 出 上 清 。 

20. 加 5ml 80% 乙醇 洗 沉 淀 , BADR 16。 

21. 倾 出 乙醇 ,将 沉淀 物 置 空气 中 干燥 , ADRES FRO 

22. 将 DNA 沉淀 再 次 悬浮 于 TE 缓冲 液 中 。 大 量 的 DNA 可 能 需要 在 37%c 过 夜 才 
能 完全 溶解 [注释 (4) ]。 

23. 在 260nm 读 0.D., 测 定 其 浓度 (20-3)。 

24. DNA 现 可 用 于 限制 性 内 切 酶 消化 和 做 其 它 鉴 定 【注释 (5)]。 


注释 


(1) 不 含 DNA 酶 的 RNase A 的 制 法 : 将 RNA 酶 以 10mg/ ml 悬浮 在 TB 组 冲 液 中 ,70"C 加 热 10 
分 钟 ,使 NA 酶 失 活 , 然 后 慢 慢 冷却 。 

(2) 所 有 试管 必须 非常 干净 。 使 用 之 前 ,用 50% 硝酸 洗涤 30ml 的 厚 壁 玻璃 试管 (如 Corex), 以 去 
除 管内 DNA。 用 前 彻底 冲洗 高 压 消毒 

(3) 见 注释 (2)。 

(4) 经 乙醇 沉淀 后 ,基因 组 DNA 难以 再 溶 于 水 溶液 中 , 重新 溶解 可 能 需要 在 37° 保温 振 摇 过 夜 ， 
在 此 步骤 最 好 不 要 浓缩 DNA《〈 即 保持 DNA< lmg/ml), 以 便 使 DNA 充分 溶解。 

(5) 如 果 用 限制 狂 内 切 酶 不 能 很 好 地 切割 DNA， 则 此 制品 经 再 用 蛋白 酶 天 消化 有 机 溶剂 抽 提 和 
乙醇 沉淀 处 理 , 可 能 会 有 用 。 


5-3 从 培养 细胞 和 组 织 中 制备 DNA 

提要 

本 方法 用 于 从 组 织 或 培养 细胞 中 制备 非常 纯 的 基因 组 DNA, 也 可 产生 极 高 分 子 量 的 
DNA, 并 涉及 核 的 初 制品 。 本 方法 是 三 种 方法 中 最 复杂 和 最 费时 的 。 
实验 所 需 时 间 

第 1 天 : 6 一 7 小 时 

第 2 天 : 1 一 2 小 时 
试剂 

5% 柠檬 酸 

0.88mol/ 工 FERRAT 5% 柠檬 酸 中 

1X RSB 缓冲 液 


10mmol/L Tris, pH7.4 
10mmol/L NaCl 


。27 


25mmo!/L EDTA 

10% SDS 

i ALK (BM) & Ba Be K 

二 乙醚 

SS- 茶 酚 

氯仿 

Fe Ke 

Ge 

5mol/LNaCl 

RNase A (EM) 10mg/ml 贮存 液 ; 在 70°C 加 热 10 分 钟 去 除 DNA fo. 

TERM R&R 

3mol/L 醋酸 钠 ，pH7.4 

Tris/ 盐 缓冲 液 
10mmol/L Tris, pH7.4 
25mmol/L EDTA 
0.5mo!/L NaCl 

0.1 x SSC 缓冲 液 


方法 
实验 准备 


准备 待 分 离 DNA 的 新 鲜 组 织 [注释 (1)]。 必 要 时 应 吸 去 血块 并 前 去 结缔 组 织 。 在 : 
这 项 制备 中 至 多 用 58 组 织 。 其 余 组 织 在 开始 步 又 1 以 前 冻 存在 一 70"c。 


弓 织 的 准备 [注释 GO] 


1. 用 桂 将 研 钵 中 被 液 氮 部 分 浸泡 的 约 58 组 织 执 成 粉末 ( 戴 上 保暖 手套 并 注意 保护 眼 
睛 )。 当 组 织 被 研 成 粉 未 后 即 倾 和 50ml 的 带 盖 试管 中 。 让 液 氮 蒸发 ,加 10ml 1 x RSB 组 
冲 液 ,进行 步骤 2。 也 可 用 下 面 的 方法 : 

将 5g 新 鲜 的 剪 碎 组 织 放 在 含 30ml5 多 柠檬 酸 的 Dounce 勺 浆 器 中 ;, FAA ROE 
将 其 匀 浆 , 直到 桂 能 移动 自如 。 然 后 用 紧 套 的 村 再 次 研磨 至 上 下 移动 自如 (8 一 10 次 )o 通 
过 10 层 消 毒 纱布 (预先 用 5 % TRB, 离心 2 500X8g,5 分 钟 将 沉淀 物 用 玻璃 
吸管 轻 轻 搅 起 , 悬浮 在 10ml 5% 柠檬 酸 中 。 将 15ml 0.88mol/L 蔗糖 (30 多 ) 的 5% 柠檬 
酸 溶液 放 在 一 支 用 酸 洗 过 的 30ml Corex 管 中 , 再 把 上 述 重新 悬 序 的 匀 浆 置 于 上 层 。 在 乓 
篮 式 转 头 上 5 000xg 离心 5 分 钟 ( 如 HB4 BAL BL 3 500rpm”), RELE, 重新 将 细胞 : 
核 沉 淀 物 悬 浮 于 10ml 1 X RSB 缓冲 液 中 。 离 心 2 500Xg,2 分 钟 。 重 复 用 1X RSBR 
洗 沉淀 物 , 直至 悬 序 液 pH H 7.4 RF pH 试纸 上 测试 )。 

2. 将 SDS 加 入 粉碎 的 组 织 混 合 物 或 细胞 核 悬 滚 中 ， 直 至 浓度 达 1 多 《一 般 加 大 1mz 
10 罗 SDS) ,因为 DNA 从 细胞 核 里 释放 出 来 , 样品 将 变 得 粘 滞 。 


1) rpm 为 非 许 用 单位 ，1lrpm = 1r/min。. 
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3. 加 入 img 蛋白 酶 K 粉 未 (浓度 1mg/ml)。37%c 保温 1 一 2 小 时 s 再 加 1Img B 
酶 K, 继 续 保温 至 少 1 一 2 小 时 或 更 长 一 些 , 直至 组 织 完全 浴 解 。 
4. 加 1lml 5mol/L NaCl, 


(A) (A') 
匀 奖 器 | 
4 OY Hi 
tt 
组 织 块 
组 织 研磨 新 鲜 组 织 
BRERA 
1.4 SDS 纱布 过 滤 
2. 加 蛋白 酶 肛 
3. 样品 变 得 粘 笛 sh AE oie 
(B) & | 
残存 的 样品 碎片 
BRO ER - 
P i 
on Hd LE 
4. ASS- #8): 
氨 仿 抽 提 
5. 加 乙醇 
¢ Be 
—DNA 
Y 
WOE 
\ 
6. 缠绕 出 DNA - 


图 5.1 DNA 的 制备 。 冻 融 组 织 并 将 其 研 碎 (A) 或 用 蔗糖 密度 离心 分 离 细胞 核 (A' )。 从 蛋白 质 
和 细胞 碎片 中 分 离 、 抽 提 和 沉淀 DNA。 大 分 子 量 的 部 分 可 用 玻璃 棒 去 除 。 
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5. 用 等 体积 的 SS-FE MD) :氯仿 : 异 戊 醇 (10:10:1) 混 合 液 抽 提 ， 轻 而 彻 底 地 颠倒 试管 混 
匀 ，, 短 暂 离心 分 相 。 用 底 端 大 口 的 吸管 将 上 层 水 相 移 人 另 一 试管 。 

6. 用 2 倍 体积 的 二 乙醚 [注释 (3)] 抽 提 水 相 。 

7. 吸 去 上 层 醚 ,保留 下 层 水 相 。 

8. 加 2.5 倍 体积 无 水 乙醇 沉淀 DNA [注释 (4)], KAA DNA 可 用 一 根 玻 璃 棒 缠 绕 其 
纤维 而 收集 , 并 转 人 另 一 新 管 中 。 过 量 的 乙醇 用 无 菌 棉花 签 吸 去 。 如 需要 去 除 RNA ,继续 
按 步骤 10 操作 。 

9. 将 沉淀 物 溶 于 5.0mlTE 缓冲 液 ,4" WRK. DNA 在 4%CTE 缓 冲 液 中 是 非常 稳定 的 
[注释 (5)]。 除 非 需 要 进一步 去 除 DNA 制 品 中 的 RNA [注释 (6)], 否 则 可 进入 步骤 16。 


去 除 残 存 RNA 


10. 将 DNA 溶解 在 10ml 0.1 x SSC,4sc 过 夜 , 使 DNA 得 到 进一步 纯化 。 
11. 加 2021 A4 DNA 酶 的 RNaseA,37sC 保温 30 分 钟 。 
12. 加 lml 5mol/L NaCl, 
13. 加 10m] SS- 葵 酚 和 10ml 氯仿 。 倒 转 试管 经 轻 混 匀 ,离心 12 000Xg,10 分 钟 ,分 出 
FARR 
14. WOT A, 用 底 端 大 口 吸 管 将 上 层 含水 层 移 人 另 一 试管 。 
15. 加 25ml 乙醇 (预先 冷却 到 一 20"2)， 同 步骤 8 一 样 ， 移 除 DNA. FLEW T 
TE 缓冲 液 ,4s%c 过 夜 [注释 (6)]。 
16. 样品 贮存 在 4" TE 缓冲 液 中 。 


(1) 我 们 感 兴 适 的 大 部 分 组 织 都 可 按 此 方法 进行 。 比 较 各 种 组 织 可 能 显示 出 DNA 的 重 排 ,特别 
是 在 某 些 组 织 (如 肿瘤 或 3 细胞) 中。 大 体 上 说 ,5g 组 织 将 产生 1 一 5mg DNA, 

(2) 冰冻 研磨 对 大 多 数组 织 是 较 好 的 ， 也 是 一 种 简便 的 方法 但 Dounce 匀 浆 可 能 更 适用 于 培养 
细胞 。 

(3) 在 通风 橱 内 操作 。 

(4) DNA 是 白色 纤维 状 物质 。 

(5) 长 期 贮存 时 ,加 1 滴 氧 仿 到 样品 中 。 

(6) DNA 溶液 可 能 太 粘 稠 了 ,以致 于 不 能 完全 浴 解 。 如 果 这 样 , 再 多 用 一 些 TE 缓冲 液 稀释 。 


_ 


5-4 限制 性 内 切 酶 及 其 应 用 


提要 


限制 性 内 切 酶 (RE) 是 切断 双 链 DNA 的 细菌 性 酶 。 I 型 RE 对 细 万 的 功能 起 重要 作 
用 ,但 并 不 能 切断 特定 顺序 的 DNA。 末 书 介绍 并 应 用 的 为 贡 型 RE, 它 作用 在 高 度 特 异 
的 DNA 裂 解 位 点 ,因此 在 分 子 生物 学 领域 是 非常 有 用 的 工具 .这 类 酶 能 使 确定 的 DNA 
发 被 克隆 繁殖 和 纯化 。 效 今 已 知 的 约 500 种 RE 一 般 均 由 各 种 细菌 菌株 中 分 离 出 来 。 

RE 存在 于 细菌 体内 可 能 是 通过 在 特定 识别 位 点 裂解 外 源 DNA 从 而 破坏 它们 (如 感 
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BAUR). TEMA DNA 受到 保护 免 于 断裂 是 因为 特异 的 识别 位 点 经 过 修饰 ， 
通常 是 位 点 的 碱 基 之 一 甲 基 化 ,使 此 位 点 不 再 是 RE 裂解 的 底 物 。 实 际 上 ,已 由 各 种 细 和 做 
茵 株 中 提纯 了 具有 不 同 识别 位 点 特异 性 的 RE， 并 由 分 子 生 物 学 家 用 来 在 特定 条 件 下 将 
真 核 细胞 来 源 的 纯化 的 DNA 在 体外 反应 中 裂解 成 特定 的 片段。 在 实验 室 用 于 增殖 克隆 
DNA 的 宿主 细菌 通常 是 宿主 限制 性 基因 的 突变 种 (hsdR .hsdM 或 hsdS) ,因此 ,它们 的 细 
胞 外 酶 活性 不 会 破坏 外 源 重 组 体 顺 序 。 
许多 RE 裂解 位 点 的 专 一 性 已 经 确定 。 例如 : 限制 性 内 切 酶 Eco RI 要 求 6 个 碱 基 

对 以 下 面 的 特定 次 序 出 现 : 5…GAATTC-. .3 

3'---CTTAAG::-5 

Eco RI 识别 此 顺序 并 以 特定 的 方式 将 其 裂解 ,产生 带 有 凸 出 5 末端 的 两 个 末端 : 

22°G AATTC:- Om 
和 
.CTTAA G:-- 
这 些 未 端 是 互补 的 (“ 粘 性 的 ”>) 可 被 T4 DNA 连 接 酶 酶 促 反应 重新 连接 至 其 它 Eco RI 产 生 
哆 未 端 上 。 另 外 的 RE 识别 另外 的 顺序 ,利用 独特 的 裂解 产生 其 它 的 确定 的 末端 ,其 中 某 些 
也 含有 邓 西 出 的 未 端 、3' 凸 出 的 末端 ,或 者 没有 凸 出 的 (平滑 的 ) 未 端 ( 见 表 5.1)。 每 种 
RE 均 识 别 由 特定 核 昔 酸 顺序 和 数目 所 产生 的 位 点 。 某 些 RE 不 需要 在 识别 位 点 的 每 一 位 
- 置 均 有 特异 的 核 苷 酸 。 例 如 , 有 时 在 特定 位 置 ,只 要 是 任 一 种 叮 叭 核 背 酸 (A 或 G) 即 足 已 。 
{Alb RE 切断 DNA 的 频率 与 识别 顺序 中 碱 基 的 数目 (如 需要 较 多 碱 基 ， 则 倾向 于 较 少 的 
已 日 ) 及 任 一 位置 的 特定 碱 基 有 关 。 
RE 的 用 途 在 于 : 它 的 专 一 性 ， 它 产生 的 可 连接 的 未 端 能 以 可 控制 的 . 可 预知 的 、 位 

点 特异 的 方式 进行 DNA 的 分 割 、 分 析 和 重新 建造 。 因 为 它们 是 酶 ， 所 以 每 种 酶 对 产生 最 
适 裂 解 活性 的 条 件 均 有 特殊 要 求 。 庆 幸 的 是 ,许多 酶 在 相同 条 件 下 均 有 活性 ,主要 的 改变 
是 离子 强度 〈 即 缓冲 液 中 的 NaCl)。 采用 每 种 RE 作为 研究 工具 的 实际 条 件 已 赁 经 验 确 
定 下 来 。 

RE 活性 的 量 通常 不 是 采用 经 典 的 酶 动力 学 来 确定 ,而 是 根据 实验 室 实际 用 的 术语 来 
确定 。 一 个 单位 (U) 的 RE 活性 往往 是 指 这 样 一 个 量 : 即 在 37°C 1 小 时 ,能 将 Leg DNA 衬 
GREEK 1) 的 所 有 特异 位 点 切 下 所 需 的 酶 量 。 如 果 存 在 其 它 的 RE 消化 位 点 , 实 
味 表 现 的 酶 活性 可 能 不 同 。 例如 : 在 标准 测定 条 件 下 1U 的 RE 足 已 在 一 个 位 点 完全 切 
FF ing WERK 1 DNA , 却 可 能 不 足 已 切 下 有 4 个 RE 位 点 的 1 pg DNA 样 品 或 是 一 种 没 
有 完全 纯化 的 样品 。 

有 关 反 应 条 件 的 其 它 因素 也 影响 RE 活性 。 这 些 包括 DNA 纯度 、 缓 冲 液 .温度 条 件 
和 了 RE 本 身 5DNA 的 甲 基 化 结合 了 蛋白质 或 在 粘性 溶液 中 高 分 子 量 的 DNA 的 过 分 粘性 
也 可 能 减少 RE 的 水 解 效率 。 待 切 的 DNA 通常 应 该 没有 杂质 ,SS- 茶 酚 / 氯 仿 抽 提 和 乙醇 
-沉淀 (20-1) 将 去 掉 许 多 干扰 杂质 。 另 一 方面 ,大 部 分 RE 通常 并 不 受 RNA 或 单 链 DNA 
.的 影响 。 因 此 ， 加 入 上 RNA 作为 共 沉 淀 物 是 有 用 的 ， 因 为 它 不 影响 后 期 RE 水 解 又 有 利 
于 小 量 DNA 的 回收 。 

典型 的 测定 RE 到 应 的 条 件 包 括 缓 冲 液 (常用 10mmol/ 工 Tris，pH7.4)、10mmol/L 
Mg” 及 微量 的 整合 剂 (TE 缓冲 液 含 极 低 量 的 EDTA). RE 缓冲 液 也 应 Ai 4 HOE IR 
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5.1 限制 性 内 切 每 
RE 名 称 | MAAR 特异 的 水 解 位 点 RE 名 称 所 用 缓冲 液 特异 的 水 解 位 点 
Vv Vv 
Aval L 5’ CIYCGR G3’ Mspl L C|CG G 
3' G RGCY|C 35’ G GCjc 
A a 
Vv 
Avall L es C Pszi HEL C _TGcalG 
GIACGT Cc 
a 
4 
Ball O TGGl CCA Poul H CG AT|CC 
Accleer GCITA GG. 
& 
BamHI 4 aye she C an 
© CTAG|G Pvull L CAG|CTG< 
四 GTC|GAC 
Vv 
Balli Hi A|GATC T v 
T CTAG|A Sacl(Sstl) fe) G AGCT|C 
a Ci/TCGA G 
v a 
Cla! L AT\CG AT | Vv 
TA GCITA Secli L CC GC|GG: 
a GG|CG ce. 
¥ 2 
EcoR! H G\|AATT C v 
C TTAA|G Salk 日 GITCGA C 
a C AGCT|G 
Vv a 
Heelll L GGICC v ' 
ne pee Sau3A L GATC 
a CTAG] 
| 人 
’ v Lp 
Hincell L Cantrte Sal K scares 
CARIYTG 
yi GGG|ccc. 
A 
Hindill L ATAGCT T ae 
T FCGAIA Stul 日 4 
a TCC|GGA 
¥ a 1’ 
Hinfl H G\ANT C ~ 
C TNAIG Taql L TICGA 
全 GCIT 
¥v a 
GTTIAAC 可 
ee CAA|TTG » kb y T|CTAG A 
a A GATC|T 
Vv a 
G v 
H pall O Glennie abel ci C|TCGA G 
a G AGCTIC 
Vv 全 
G GTACIiC v 
pr: ciGATG G yaa e c|eccG G 
- G GGCCjic 
Vv a 
Mbol HRL |GATC 
CTAG| 
a 
%: A—-fRRK;, C—lamm; C—Sme; N 一 一 碱 基 ; T—laiprmen; R——-@K;. Y—- 
MeN. Bm: 0 一 一 无 盐 ; L—(iRKi#; H—-@Hs ，K 一 一 钾 盐 。 


BE, 为 每 一 种 RE 提供 最 佳 的 离子 强度 。 有 时 还 加 入 BSA.DTT 和 亚 精 胺 来 实现 最 佳 酶 活 
Pio 4 种 通用 的 RE 缓冲 液 可 以 满足 大 多 数 RE 的 需要 ， 后 面 将 介绍 这 些 缓冲 液 的 10 倍 
SAAS BC fill REGS) RE 水 解 在 37°C 完成 ,但 也 有 少数 例外 ,如 Taq lo 

.大 多 数 出 售 的 RE EAE YB ee, HLA A 25 一 50 狗 甘油， 防止 
在 一 20"C 贮 存 时 结 冻 。5%(v/v) 以 上 的 甘油 浓度 在 RE 水 解 测定 时 可 以 抑制 许多 RE 的 活 
io 另外 ， 高 浓度 的 甘油 在 RE 水解 时 可 以 减弱 某 些 了 E 的 顺序 专 一 性 ， 导 致 错误 的 水 
解 。 例 如 ,这 种 现象 见于 通常 所 用 的 限制 性 内 切 酶 Eco Ri， 在 某 些 条 件 下 观察 到 的 这 种 
执 活 性 称 为 Eco Ri*( 星 号 ) 活 性 。 为 此 原因 ,使 RE 水 解 反应 的 体积 增加 足够 大 ， 至 少 对 
RE AHH 1:10 稀释 (因此 而 降低 甘油 浓度 ) 是 很 重要 的 。 其 它 因素 : 如 pH、 乙 醇 或 不 适 
当 的 盐 浓 度 也 可 引起 星 号 活性 或 活性 降低 , 故而 小 心 遵 循 所 要 求 的 条 件 很 重要 。 

使 用 RE 时 , 尚 应 注意 到 : 转移 RE 时 ， 每 次 用 新 的 吸管 尖 。 微 量 的 污染 物 进入 RE 
久 存 液 ， 便 影响 其 进一步 使 用 ， 使 以 后 的 试验 出 现 混乱 的 结果 。 最 适 化 反应 时 ， 宁 愿 多 
加 一 些 RE, 而 不 要 使 保温 时 间 大 大 超过 1 小 时 。 而 且 , 如 上 所 述 ， 规定 酶 活性 仅 根据 切 
DNA 标准 而 言 。 因为 你 的 样品 一 般 说 来 与 此 标准 品 差异 较 大 ， 所 以 一 个 好 方法 是 对 
切断 每 微克 DNA 用 大 约 ，2 一 3U 的 RE， 特 别 是 在 试图 水 解 一 个 困难 样品 时 。 AIRE 
定 一 下 水 解 DNA 样品 所 需 的 RE 量 可 能 是 必要 的 。 

-最 后 ,如 果 采 用 两 种 RE, 必 须 注意 分 别提 供 其 各 自 的 最 适 盐 浓度 。 如 果 两 者 要 求 同 一 
肯 冲 液 , 则 可 同时 水 解 , 也 可 先后 进行 。 如 果 需 要 不 同 的 盐 浓度 ,那么 用 低 盐 浓度 的 RE 必 - 
须 首先 使 用 , 保温 之 后 ,调节 盐 浓度 ,再 用 需要 高 盐 浓度 的 RE 水解 。 在 任何 时 候 , 用 SS- 
灶 酚 / 氧 仿 抽 提 均 可 去 除 RE 活性 。 某 些 , RE 是 不 耐 热 的 ,可 经 加 热 至 70"C、5 分 钟 而 失 
活 。 然 而 ,这 种 性 质 在 RE 之 间 各 不 相同 ,对 所 用 的 每 种 :RE 应 当 要 分 别 核实 。 


实验 所 需 时 间 
2 小 时 
a ae ; 
所 用 缓冲 液 取 决 于 每 种 RE 的 最 适 测定 条 件 。 酶 的 供应 厂家 推荐 最 佳 缓 冲 液 并 提供 有 
关内 切 酶 活性 的 资料 。 归 纳 制 造 商 的 文献 , 将 常用 卫 E 和 缓冲 液 列 于 表 5.1 中 。 
WARE GRP IR 
10x Bey O 一 一 无 盐 
08rmmol/ 工 Tris, sH7.4 
100mmol/L WgCi, 
-Iimg/m!} BSA 
10mmoi/L DTT 


10x Bmx L—(Ke, & 0.5mol/L NaCl, SAMBMR O- 

10x py H— Beh, & 1.0mol/L NaCcl, 余 同 缓冲 液 0。 

10x hee K— FS, & 100mmol/L Tris, pH8.0 和 200mmol/L KCl,¢& 
缓冲 液 O。、 
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方法 
实验 准备 


根据 用 何 种 RE 及 实验 目的 来 决定 实验 条 件 。 表 5.1 列 出 了 某 些 典型 RE 的 水 解 位 点 - 
和 供 参 考 的 缓冲 液 条 件 。 值得 注意 的 是 全 部 限制 性 内 切 酶 均 水 解 双 链 DNA， 并 对 所 指 ' 
出 的 位 点 是 高 度 特 异 的 。 由 厂商 提供 的 商业 来 源 的 质粒 和 鸣 菌 体 载 体 的 限制 性 图 谱 将 项 
助 于 选择 合适 的 RE。 


分 析 性 水 解 


1. 进行 小 量 RE 反应 ,将 下 列 试剂 放 人 一 支 1.5ml 微型 离心 管 , 37%C 保温 工 小 时 。 
Lvl 适量 的 10x 缓冲 液 
lp DNA 样品 (0.1 一 5wxg) 
1ul REC4 0.2—10U) 
用 蒸馏 水 补 至 10ule 
2. 保温 后 ,水 解 的 DNA 与 标准 品 及 一 份 原始 未 经 酶 切 的 DNA 一 起 进行 微型 胶 电 泳 : 
(9-1)。 这 能 检测 RE 裂解 DNA 是 否 完全 [注释 (1)]。 如 果 小 规模 反应 的 结果 良好 ， 赂 
RE 反应 可 放大 进行 (如 ，250 二 400ul KBR), 以 制备 DNA 用 于 在 制备 性 琼脂 糖 电 沪 或 聚 
丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 后 电 洗 脱 , 从 而 得 到 进一步 纯化 (9-3)。 
3. 人 们 可 能 想 推算 用 于 大 规模 制备 的 RE 浓度 来 测定 RE 的 用 量 : 


1U Ay RE 37° 作用 1 小 时 以 上 能 切 lag DNA， 实 际 上 应 当 使 用 相当 于 保证 完成 水 - 


解 押 需 量 的 .2 一 3 倍 那么 多 的 单位 [注释 (2)]。 
4. 在 微型 凝 胶 上 分 离 的 DNA 片 眉 可 用 电 洗 脱 回收 , 供 进一步 使 用 (9-3)o =. - 
5. 除了 做 凝 胶 电泳 外 ,样品 可 用 SS- 苯 酚 / 氧 仿 抽 提 和 乙醇 沉淀 方法 纯化 (20-1D)。 


注释 


(1) 1 份 RE 水 解 的 DNA 在 微型 凝 胶 电泳 前 经 与 DNA 连接 酶 保温 ， ladiiepeks e566 + 果 RE. 


水 解 产 生 的 末端 是 完整 的 ,那么 这 个 操作 将 产生 高 分 子 量 连接 的 DNA, 


(2) 样品 中 过 量 的 RE 可 能 对 结果 有 副作用 ;污染 的 内 切 酶 可 以 在 其 它 位 点 切 开 DNA， 或 者 污染 : 
的 核酸 外 切 酶 可 以 破坏 限制 性 片段 的 末端 。 不 同 厂家 或 批号 的 酶 的 活力 和 效率 各 不 相同 ， 可 参考 厂家 : 


的 文献 所 提供 的 进一步 信息 。 


5-5 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 
提要 


琼脂 糖 凝 胶 电 泳 是 根据 DNA 片 仆 的 分 子 量 而 将 其 划分 。 B)WAREBERK 
的 片段 快 ;在 凝 胶 中 DNA 片 朋 迁 移 距 离 与 分 子 量 的 对 数 成 反比 。 因此 通过 已 知 大 小 的 


标准 品 移动 的 距离 ， 并 与 未 知 片 段 的 泳 动 距离 进行 比较 ， 便 可 测定 出 片段 的 大 小 。 这 项 


技术 可 分 离 复 杂 DNA《 即 基因 组 DNA)， 用 于 Southern FUT, ROA Ri BAM. 


茵 体 和 质粒 克隆 的 水 解 产物 用 于 RE 位 点 分 析 和 印迹 。 
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实验 所 需 时 间 


第 1 天 :1 一 1.5 小 时 
第 2 天 : 2 一 5 小 时 


特殊 设备 


用 于 20 X 20cm 凝 胶 的 水 平 凝 胶 ( 潜 水 型 ) 电 泳 仪 (有 许多 型 号 可 采用 ,包括 BRL 型 
H4) 

电源 

微波 炉 

可 穿 透 紫外 线 的 塑料 凝 胶 成 型 器 

紫外 线 透 照 仪 


试剂 
琼脂 糖 (Biorad 超级 纯 或 Seakem) 
1x TAE 缓冲 液 


@ C4, 10mg/ml 
凝 胶 加 样 缓冲 液 


方法 
实验 准备 
制备 用 于 分 析 的 DNA, 包 括 RE 水 解 物 。 


制 胶 


1. 将 2.4g BRAG INS 300ml 1 X TAE 缓冲 液 中 , 配 成 0.8%% 琼脂 糖 [注释 (1)]。 琼 
了 刚 糖 在 微波 炉 或 沸水 洽 中 加 热 溶 化 。 灌 胶 前 将 琼脂 糖 冷却 至 60"cC。 

2. 推荐 使 用 商品 化 的 塑料 凝 胶 成 型 器 制 胶 。 如 采用 20 X 20cm 玻 璃 板 ,将 胶布 沿 此 干 
净 的 玻璃 板 绕 一 周 形 成 一 圈 墙 "。 在 拐角 处 用 指甲 油封 住 胶布 ,包装 用 的 或 高 压 灭 菌 的 胶 
布 都 可 采用 [注释 (2)]。 用 巴 斯 德 吸管 在 胶布 周边 铺 一 圈 60; 的 琼脂 糖 , 用 做 封 固 。 这 
大 约 需 要 12.5ml 琼脂 糖 溶液 。 

于 加 30l 省 乙 锭 至 剩余 的 琼脂 糖 [注释 (37 让 搅动 混 匀 ， 但 避免 出 气泡 。 

4. 将 剩余 的 琼脂 糖 溶液 倾 入 胶布 密封 的 玻璃 板 或 凝 胶 成 型 器 , 制备 凝 胶 。 

5. 在 凝 胶 一 侧 放 置 样品 槽 成 型 梳 , 将 梳子 夹 在 胶 上 方 的 桥 上 , 并 保证 梳 齿 在 玻璃 板 的 
稍 上 一 点 ,但 不 要 接触 玻璃 板 。 

6. FREE, 直到 它 呈 乳白 状 且 不 透明 ( 约 20 分 钟 )。 配 制 2L 1 x TAE RMR, FF 
于 电泳 槽 。 将 缓冲 液 倒 人 洁净 的 凝 胶 槽 , 轻 轻 去 除 梳子 和 胶布 。 

7. 将 凝 胶 玻 璃 板 水 平 放置 在 电泳 槽 中 。 

8. 用 吸管 去 除 加 样 槽 内 气泡 ， 凝 胶 应 完全 温和 人 缓冲 液 ， 但 覆盖 的 缓冲 液 不 要 超过 


lcm, 


e35 e 


B 


图 9.2 A. 琼脂 糖 凝 胶 的 照片 ,可 见 胶布 封 的 边缘 和 在 位 的 样品 酝 成 型 梳 ; eo, 
B. BEANO. 


9. (ENA: 25 eel PE AB HHS ol BRIBE RR, AA ERE ELIA 48 — REAPS RECA) To 
10. 接 通 电源 ,电压 35 一 40V, 电 泳 过 夜 。DNA 从 负极 移 至 正极 。 另 一 种 方法 是 ， 如 


RAED BAA DNA， 凝 胶 电 泳 可 采用 较 高 电压 (一 般 可 高 到 100V)， 使 电泳 时 间 缩 
Filo 
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11. 次 日 上 午 ， 将 电压 开 至 SOV, 至 染料 前 缘 向 下 移动 到 大 约 80 多 处 ( 约 4 小 时 以 
上 上) 注释 \5)], 关 闭 电 源 。 


12. 用 紫外 透 照 仪 (20-47 对 凝 胶 中 省 乙 锭 着 染 的 区 带 拍照 。 凝 胶 现 已 可 用 于 Solithésn 


Ps AA 5} fill o ri 
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注释 

(1) 0-8% RIGBEREEESE BT 1 一 25kb 大 小 的 DNA ret, 对 较 小 的 DNA (2002 000bp)， 采 
用 1.5% BRA BE MT BEART Hy Be(20—100kb), Fi] 0.5% 琼脂 糖 5 

(2) 能 买 到 在 两 面壁 上 可 定位 安放 样品 槽 成 型 梳 的 凝 胶 成 型 器 ,这 是 目前 普遍 使 用 的 。 

(3) 省 乙 锭 是 一 种 致 高 物 ;操作 应 仔细 ; 戴 手 套 。 

(4) 样品 一 般 是 由 RE 水 解 DNA 后 获得 的 (5-4)。 大 约 .10 一 15pg 的 基因 组 DNA, 或 每 条 区 带 
208g SRE DNA 俐 可 容易 地 用 省 乙 锭 染色 检测 出 来 。 如 果 DNA 加 样 太 多 (如 每 条 区 带 超过 lug)， 则 
MMR. DNA 浓度 可 通过 0. D. 测量 (20-3) 而 确定 。 加 样 应 仔细 , 保证 在 吸管 大 没有 气泡 ,不 要 
用 力 排 空 全 部 体积 ( 即 最 后 部 分 液 滴 ), 以 防止 任何 气泡 搅乱 加 样 槽 里 的 样品 .4 DNA 的 Hind Ul 水解 
鞠 作 为 分 子 量 标准 对 大 小 标定 是 有 用 的 ( 见 9-2, 步 又 3)。 

(5》 如 果 有 必要 , 凝 胶 电 泳 也 可 继续 在 35 一 40V 泳 动 8 小 时 。 


5-6 Southern 印迹 


#E yc 

Southern 印迹 是 一 项 将 DNA Sik EB | AB BB ERR LAs 
ENC) BLE RIE» DNA MAE AIEEE. BHA 
Shy. SIRI SAO SE DNA, 在 滤 膜 烤 干 后 可 永久 地 结合 在 滤 膜 上 , 再 将 其 与 放射 性 标 
记 的 探 针 杂 交 , 即 可 检测 杂交 的 DNAS 


实验 所 需 时 间 
第 1 天 : 3 小 时 
第 2 天 : 3 小 时 
试剂 
A 液 : 配制 1L 
5mol/L NaCl 300ml 
10mol/L NaOH 50ml 
Fe aK 650ml! 
Bik: 配制 2L 
10mol/L ae HEL TEREC) 1200m1 
10mol/L NaOH 4ml 
蒸馏 水 1796ml 
NCJEREL ER (2)] 20 x 20cm 
BE 
实验 准备 


在 琼脂 糖 凝 胶 上 电泳 分 离 DNA (5-5)。 为 溴 乙 锭 染色 的 凝 胶 照相 (20-4)。 
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第 -天 
1. 将 每 块 琼脂 糖 凝 胶 (标准 规格 20 X 20cm) 放 人 盛 有 500ml A 液 的 塑 对 盒 中 , Sree 
放置 。 用 手 不 时 地 摇动 。30 分 钟 后 , 换 500ml 新 鲜 的 A 液 。 继 续 不 时 地 振 摇 30 分 钟 。 这 


一 步骤 是 使 双 链 DNA 变性 。 
2. 用 500ml B 液 蔡 换 A 液 , 使 胶 的 pH RAPE PHO LEAN GH 30 DS. 换 


500ml 新 的 B 液 ,再 不 时 振 摇 30 分 钟 。 
3. 在 另 一 塑料 盘 中 放 500ml HE BR. Aieit BY Whatman 3MM WREG, 


(B) 
(A) 
FEE TBC TE AS 


eis HY Ae SAL 


OP ene PE OE 


玻璃 板 


纸巾 所 


== 4 一 人 6 县 纸 山 


ETTTTETRTTTETEREEEEES 4 HE . este 
[ SSS SSS SS en eae 
二 二 -一 -一 -二 一 一 一 iil 收 
~~ RS SS > SSS pi Sat A 
AER 
eo 
HUF. 


Ep) id 2 Oe Ha A 9 BB ft LS) 


(C) 


图 5.3 Southern 或 Northern 印迹 的 制备 。(A) RihPERMR LYE DRRKE 
在 纸 芯 上 ;(C) 最 后 放置 各 种 材料 的 示意 图 。 
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弥 芯 作用。 我 们 使 用 从 23cm 宽 的 滚 简 上 手下 的 50 一 60cm 的 长 条 滤纸 。 放 置 一 块 20 X 


30cm 的 塑料 或 玻璃 板 架 在 盘子 的 顶端 ,将 纸 攻 放置 在 这 堪 板 上 , 两 端 下 垂 人 溶液 中 。 在 
玻 板 顶部 用 5ml 玻璃 吸管 滚动 铺 亚 纸 芯 , 从 而 去 除 和 干扰 转 印 [ 见 图 5.3(A)] 的 隐蔽 的 气泡 。 

4. 小 心地 从 步骤 2 含 B 液 的 盘子 里 提起 凝 胶 , 方 法 是 将 一 块 玻璃 板 垫 在 其 下 面 运送 。 
用 第 二 块 玻璃 板 覆 盖 凝 胶 。 将 胶 拿 至 纸 世上 方 ， 将 胶 翻 转 , 去 除 上 层 玻璃 板 ,把 胶 滑 至 纸 
芯 上 ,将 胶 与 纸 芯 和 玻璃 板 的 边缘 对 齐 。 铺 平 胶 并 用 玻璃 吸管 在 其 表面 滚动 去 除 隐 藏 的 
气泡 [ 见 图 5.3(B)]。 注 意 : 胶 目 前 是 面 朝 下 ， 因 为 从 底部 印染 有 利于 高 分 辨 效果 和 维持 
样品 在 NC 膜 上 从 左 至 右 的 方向 。 

5. 将 20 X 20cmNC 滤 膜 预先 在 水 中 浸 温 [注释 (3)]。 直 接 将 滤 膜 放 在 凝 胶 上 ， AL 
法 铺 平 [ 注 释 (4)]。 

6. 将 20X20cm Whatman 3MM 滤 纸 在 水 中 或 B 液 中 预先 刘 费 [注释 (5)], 放置 在 NC 
BRL ALE. Aik 3MM 滤纸 覆盖 ,同上 法 铺 平 。 

7. 用 6 层 干 而 平整 的 纸 中 一 层 层 铺 在 3MM 滤纸 上 ,它们 在 开始 时 起 毛细 作用 ,将 液 
体 吸 至 整个 滤纸 。 

8. BME + & 3cm 厚 的 折 县 纸巾 在 顶部 (每 边 放置 两 登 )。 

9. 顶部 再 放 一 块 玻璃 板 ,玻璃 板 上 放 一 不 太 重 的 重 物 [ 约 250g， 见 图 5-3(C)]。DNA 
转 印 至 NC 膜 约 需 4 小 时 或 过 夜 。 


a. 


10. 拿 去 重 物 、 顶 部 玻璃 和 纸巾 。 去 掉 休 出 的 纸 芯 未 端 [注释 (6) ]。 沿 着 玻璃 板 底部 
较 易 据 去 纸 芯 未 端 。 

11. 翻转 滤纸 `NC、 凝 胶 组 成 的 -夹心 面包 "。 去 除 此 刻 已 在 上 层 的 纸 芯 。 在 所 有 加 样 
槽 中 心 向 下 扎 一 针 孔 穿 过 NC 膜 , 标记 加 样 的 位 置 。 在 第 一 个 加 样 模 上 方 扎 另 -一 针 和 孔 为 
以 后 定向 及 鉴定 用 。 注 意 此 时 从 左 至 右 的 方向 是 与 加 样 时 的 顺序 相同 的 。 

12. 取 下 胶 并 弃 之 。 将 滤 膜 晾 干 几 分 钟 ， 用 圆珠笔 在 NC 上 部 仔细 标 上 凝 胶 号 。 在 
实验 记录 本 上 依次 将 所 有 凝 胶 编 号 ,并 注意 记录 样品 数目 .日 期 条件、 样品 名 称 等 等 均 是 
有 用 的 。 将 NC 滤 膜 放 在 两 层 20 X 20cm Whatman 3MM 滤纸 之 间 ， 用 小 块 胶布 在 两 
边 加 固 。 

13. 放置 在 真空 烘箱 中 80%C 2 小 时 ， 将 DNA 固定 在 滤 膜 上 。 

14. 在 室温 小 心 存放 (在 3MM 滤纸 之 间 ), 直到 用 于 杂交 。 
注释 

(1) 由 于 醋酸 盐 在 真空 箱 内 有 较 高 的 挥发 性 , 较 易 去 除 , 因 此 ; 现 用 于 缓冲 液 中 代替 .NaCl . 

(2) Gene Screen Plus (NEN) 或 尼龙 可 用 来 代替 NC， 因 为 它们 在 重复 使 用 方面 比 后 者 更 耐用 。 
使 用 时 须 参 照 三 家 的 说 明 对 方法 做 相应 的 修改 。 

(3) 为 了 实验 的 一 致 性 , 减少 操作 和 浪费 ， 购 买 统一 的 20x 20cm 规格 的 凝 胶 框架 ,滤纸 和 NC 28 
REAAH. 


(4) 所 有 铺 平 操作 都 是 用 一 支 5mi 玻璃 管 在 表面 轻 轻 滚动 完成 的 。， 
G) 我 们 采用 打开 的 Scott 175(〈 棕 褐色 ) 单 折纸 巾 , 因 为 它们 有 较 强 的 吸水 性 ,而 且 便 宜 和 容易 襄 
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第 6 章 “ 用 标记 的 合成 探 针 探测 核酸 


”6-1 合成 DNA 探 针 的 制备 : 总 论 
提要 上 / | 
ALHRAB DNA 探 针 , 一 般 长 度 为 20 一 50bp, 在 探查 和 鉴定 DNA 或 RNA Bh 
方面 有 许多 用 途 。 下 面 两 种 类 型 的 探 针 可 被 合成 : 
1 如 果 感 兴趣 的 DNA 或 RNA 的 顺序 已 经 知道 ,可 以 合成 完全 互补 的 探 针 。 
| 2, 如 果 探 针 顺 序 的 决定 是 由 一 种 蛋白 质 产物 的 氨基 可 顺序 推论 而 来 光 则 由 于 遗传 密 
码 的 简 并 性 ， 不 可 能 合成 出 一 种 单一 的 与 为 那 种 蛋白 质 编码 的 RNA 互补 的 、 一 定 长 度 
的 探 针 。 然 而 , 当 了 解 了 遗传 密码 和 密码 子 的 使 用 频率 ,人 们 可 根据 使 用 频率 提出 一 种 有 
依据 的 猜 宙 ; 或 设计 出 包括 所 有 可 能 性 编码 的 一 组 探 针 8 随 着 自动 化 合成 仪器 的 进展 , 制 
造 人 工 探 针 变 得 比较 容易 ， 使 此 方法 更 加 普及 。 因 此 ， 现 在 几乎 所 有 的 探 针 都 是 由 仪器 
合成 的 ;它们 的 化 学 合成 也 就 不 再 在 此 介绍 。 而 且 许多 商业 机 构 目 前 都 提供 为 顾客 合成 
探 针 的 服务 。 


探 针 的 选择 


一 般 来 说 , 探 针 越 长 ,杂交 能 力 越 强 且 更 特异 。 然 而 ,自动 化 合成 仪 常常 以 大 约 50bp 
为 最 适 探 针 长 度 ( 即 : 长 度 愈 长 ,产量 愈 少 )。 MRAM RNA 或 DNA 的 顺序 ， 可 选 出 独 
特 的 区 疏 并 用 计算 机 做 对 照 比 较 ( 有 这 样 的 信息 服务 机 构 )， 来 确定 该 顺序 中 独特 的 区 域 
《最 好 是 20bp 以 上 ) 和 该 区 域 的 互补 碱 基 顺 序 《 例 如 : GRCRAAT) 书写 的 顺序 通 
BES >? (从 左 至 右 为 被 选 出 的 顺序 是 3'->5 (从 左 至 右 ), 但 是 可 以 方便 地 以 颠倒 的 硕 
序 重 写 一 遍 ( 即 5 一 3 7。 例如: es 


感 兴趣 的 顺序 SECECTAAC 3 
探 儿 的 互补 顺序 PUGGATTS 5 
Bol IAS Beh 5‘GTTAGGC 3’ 


如 果 RNA 或 DNA 顺序 是 未 知 的 ,而 氨基 酸 顺 序 已 被 测定 ， 就 可 根据 密码 子 的 简 并 
性 ( 见 下 表 ) 制 备 一 套 人 工 探 针 。 很 可 能 这 套 探 针 中 的 某 一 顺序 是 正确 的 ， 竺 别 是 在 探测 
cDNA 或 RNA 顺序 的 时 候 。 如 果 正 在 检测 的 是 基因 组 DNA， 一 个 内 含 子 区 有 可 能 阻 断 
革 顺序 ,那么 这 套 探 针 系 列 中 就 可 能 没有 一 个 是 正确 的 顺序 5 通常 ,在 一 组 深 针 中 ,最 多 可 
用 同时 制造 的 16 或 32 种 探 针 。 因 此 , 如 果 有 128 种 可 能 性 , 则 要 合成 4 套 32 种 顺序 的 探 
针 。 

例如 ， 对 His-Val-Mei 这 样 的 过 基 酸 顺序 ， 其 选择 的 探 针 可 能 由 下 列 8 HAY 
RNA 浅 序 中 的 一 种 来 编码 : 
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R61 遗传 密码 
BEE 


HK 


#: Axe 符号 AaB 符号 
丙 氨 酸 Ala RAB [le 
BAR Arg 亮 氨 酸 Leu 
天 冬 酰胺 Asn Aw Lys 
KSB Asp FA it Met 
天 冬 酰胺 或 天 冬 氨 酸 Asx AAA Phe 
PAR Cys fae Pro 
eB Gln 丝氨酸 Ser 
SAR Glu 苏 氨 酸 Thr 
谷 氮 酰 胺 或 谷 氮 酸 Glx Ae Trp 
HAR Gly Mam Tyr 
Aa His Ge Val 


从 5 一 3 阅读 的 RNA 三 联 密码 子 编码 的 氨基 酸 被 列 于 表 内 ， 下 面 划 线 的 密码 子 VAAL 
UAG 和 UGA 是 终止 顺序 黑体 印刷 的 密码 子 AUG 是 起 始 顺序 。 


His Val Met 
Agee eeCiG UU AWG, 3- 
2 GA CuG.U_C-A.UG 
3 GA C.G4U.G_A.U-G 
4. CACGUAAUG 
-F CAUGUUAUG 
6 CAUGUCAUG 
7 CAUGUGAUG 
8 


. CAUGUAAUG 
为 了 鉴定 此 顺序 ,必须 合成 8 种 不 同 的 互补 顺序 : 
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Te 


5 Ask C Ges, 

CATGACGTG 

E€ATCACGTG 

CATTACGTG 

CATAACATG 

CATGACATG 

CATCACATG 

8. CATTACATG 

无 简 并 性 的 含 Met 或 Trp 的 顺序 为 首选 ， 而 有 Leu.Ser.\M Arg( 每 个 氮 基 酸 有 6 种 
可 能 性 ) 的 顺序 应 避免 。 

合成 一 组 探 针 的 另 一 策略 是 选择 一 条 单个 的 、 较 长 的 (25 一 40bp) 寡 核 昔 酸 顺序 EF 
核 苷 酸 顺 序 代 表 了 对 正确 顺序 的 最 合理 的 猜测 。 猜 测 的 依据 是 来 自 密 码 子 使 用 频率 的 统 
计 学 分 析 。 即 使 仍 会 有 其 些 误 配 , 探 针 的 长 度 还 是 会 增加 密码 子 的 稳定 性 。 

最 近 , 报 告 了 一 种 采用 脱氧 肌 昔 残 基 代 蔡 NTP 合成 豪 核 音 酸 探 针 的 新 途径 (Ohtsuka 
等 ,1985)。 所 得 探 针 中 的 脱氧 肌 昔 残 基 与 感 兴趣 的 DNA 形成 较 误 配 碱 基 稳 定 的 杂交 ，, 减 
小 了 制造 全 套 探 针 的 需要 。 
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6-2 “合成 探 针 的 末端 标记 


提要 

T4 多 聚 核 苷 酸 激酶 能 特异 性 地 将 *-2?P 标记 物 从 ATP 转移 至 DNA 或 RNA fH 533 
基 。 此 反应 可 用 于 DNA 和 RNA 分 子 的 未 端 标记 , MARAE RAE HAA mRNA。 被 
款 记 的 分 子 必 须 有 一 个 5 羟基 。 合 成 探 针 均 典 型 地 具有 一 个 5 BH. DNA 限制 性 片 侦 
#O RNA 可 能 有 了 磷酸 末端 ,在 开始 标记 前 需要 用 磷酸 酶 脱 磷酸 。 

第 二 种 用 末端 转 脱氧 核 昔 酰 酶 标记 3 末端 的 方法 也 一 并 介绍 。 
实验 所 需 时 间 

2 小 时 
特殊 设备 

滚 体 闪烁 计数 仪 
试剂 

柱 洗 陪 缓 冲 液 

TE 缓冲 液 98ml 
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5mol/L NaCl Im] 


10% SDS Iml 
共 配 制 100ml 
G-50 Sephadex(P-L) 柱 | 
10X 激 酶 缓冲 液 


500mmol/L Tris, pH7.4 

100mmol!l/L MgCl, 

50mmol/L DTT 

10mmol/L 亚 精 胺 (必要 时 用 ) 
T4 多 聚 核 昔 酸 激酶 ,用 甘油 配 成 10U /ul, 贮 存在 一 20*2(CBREL 或 P- 
y-*P-ATP (3 000Ci/mmol; 10uCi/ul; NEN) 
10% SDS 


方法 
实验 准备 


准备 G-50 Sephadex。 将 其 在 水 中 浸泡 过 夜 , 温和 地 使 胶 粒 膨胀 ， 高 压 灭 菌 【 注 积 
《1) ]。 或 者 可 用 Nensorb 柱 , 以 备 将 探 针 与 未 掺 人 的 “P-ATP( 见 10-3) Do * 


激酶 与 标记 探 针 的 反应 


1. 沿 着 1.5ml 微型 离心 管 的 内 壁 ， 逐 滴 加 入 “〈 即 一 滴 滴 液 体 彼 此 不 相 碰 ) 下 列 试 痢 
[注释 (2):,(《3) ]: 
衰 核 背 酸 或 DNA 片段 (0.5ug) 141 
10X 激 酶 缓冲 液 2.51 é 
T4 多 聚 核 苷 酸 激 酶 1.54 
2. 在 Plexiglas 挡 板 后 ,将 20u1 ->P-ATPC200wCD 加 入 试管, 识 心 15 友 名 使 液 滴 : 
旋 至 微型 离心 管 底部 而 混合 
3. 37°C 保温 45 分 钟 。 st, 将 准备 好 的 Sephadex 倒 人 5ml 柱 至 装 满 。 用 数 个 体积 
的 桂 洗 脱 缓冲 液 洗 柱 , 并 过 柱 直 到 柱 顶 部 留 下 100w1l 液体 ,停止 柱 内 液体 流动 。 
4. 将 样品 管 放 人 65°C 水 浴 5 Sh, ERK 
5. 再 次 将 试管 离心 5 秒 钟 。 此 刻 样 品 可 用 于 上 Sephadex ECM FI) EK 
小 将 未 掺 人 的 “P-ATP 从 样品 中 去 除 , 或 用 Nensorb 法 ( 见 10-3) 将 两 者 分 开 。 | 
6. 加 入 50wl 柱 洗 脱 缓冲 液 至 样品 中 , 将 样品 加 在 G-50 Sephadex 柱 上 ， 7 
动 。 连 续 向 柱 内 加 3 次 100wl 柱 洗 脱 缓冲 液 。 
7. 加 10ml 往 洗 陪 缓冲 液 于 柱 内 。 用 15 只 微型 离心 管 收 集 洗 脱 液 》 第 一 管 装 满 ， 而 
剩 下 的 14 只 管 每 只 收集 0.5ml( 约 12 滴 ), 收 集 完 后 停止 柱 流动 [注释 (4) ]。 
8. 每 管 取 5w1 至 5ml 闪 烁 液 中 ， 用 溢 闪 仪 计 数 。 合 并 第 一 个 峰 中 计数 高 的 各 管 【注释 
(5) ]o 计 算 收 集 样品 中 每 分 钟 每 微 升 的 计数 ， 探 针 此 刻 即 可 用 于 杂交 。 在 用 于 Southern 
印迹 Northern 印迹 或 空 斑 揭 提前 ,将 探 针 冻 存 在 — 20°C 
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注释 

(1) 对 水 和 微型 离心 管 高 压 灭 菌 。 室温 保存 Sephadex 填料 ， 附 有 漏斗 、 活 塞 和 垫圈 的 Kontes 
420160 柱 很 好 用 。 

(2) 小 心 处 理 放 射 性 试剂 和 废物 。 戴 手 套 并 使 用 适当 的 屏蔽 物 。 妥善 处 理 含 放 射 性 试剂 的 缓冲 
液 、. 试管 和 柱子 。 

(3) 另 一 方法 是 用 末端 转移 脱氧 核 苷 酰 酶 (TdT) 标 记 探 针 的 3 末端。 将 20271, PH ax- -3S-dCTP 
或 <-?p?-dCTP 盛 在 微型 离心 管 中 ， 在 真空 离心 状态 干燥 。 加 5ul 5x 拖 尾 缓冲 液 〈5mmol/LCoCl+、 
1mol/L FARIA, 100mmol/L Tris-Cl,5mmol/L DTT;pH7.5) 和 lus 溶 于 20U1 水 中 的 合成 的 寡 
核 苷 酸 探 针 。 当 加 入 20U 的 TaT 后 ,37%c 保温 45 一 120 分 钟 ， 随 后 的 操作 同步 骤 3。 当 多 种 核 苷 酸 被 
加 至 3 末端 时 "7 ah HE PS RE 9-4) 电 泳 检测 它们 的 数目 。 

(4) 停止 柱 流动 ,并 将 其 妥善 地 归 和 放射 性 废物 中 。 

(5) 一 般 在 洗 脱 的 第 一 烽 中 ;有 2 一 3 支管 每 管 含 有 10 000cpm/pl 以 上 :收集 在 一 起 。 如 果 仅 需要 
少量 标记 的 探 针 ,可 仅 用 最 高 计数 的 一 二 管 。 


参考 文献 


Richardson, C. C.: In: Procedures in Nucleic Acid Research, Vol. 2(G. L. Cantoni and D.R。. 
Davies, eds.) Harper & Row, New York, 1971, p. 815. 
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提要 

二 方法 用 标记 的 人 工 寡 核 音 酸 探 针 杂 交 ， 以 鉴定 结合 至 尖 纸 上 的 同 源 DNA 或 RNA。 
此 法 可 用 于 圆 形 滤纸 ， 以 显示 含 互补 核 背 酸 顺 序 的 噬 菌 斑 或 菌落 ,或 可 用 于 由 凝 胶印 迹 
的 滤纸 显示 DNA 或 RNA。 最 带 用 的 滤 腊 是 硝酸 纤维 膜 (NC) 或 尼龙 膜 《 例 如 : Gene 
Screen Plus), 合成 探 针 与 DNA 或 RNA 之 间 的 碱 基 配 对 受 控 于 核酸 的 互补 氢 键 ( 即 G 
与 C,A 与 T 或 U)。 在 碱 基 对 之 间 , 氢 键 形成 卡 及 缔 合 和 解 离 的 动力 学 ,互补 核酸 长 度 增 
加 则 稳定 性 增加 ,有 利于 缔 合 。 但 是 还 有 许多 央 素 影响 这 一 平衡 。 主 要 的 是 浓度 \ 温 度 和 
杂交 缓冲 液 中 的 盐 浓度 。 因此 ,增加 温度 或 降低 盐 浓 度 有 利于 双 链 的 解 离 。 影响 双 链 杂 
交 形 式 稳 定性 的 还 有 两 条 顺序 的 错位 ( 误 配 )"G-C 键 与 A-T 键 (G-C 键 有 3 个 氢 键 ,与 此 
相 比 ，A-T 键 有 两 个 氢 键 ) 的 百分比 以 及 缓冲 液 中 甲 酰胺 的 量 。 已 在 模式 系统 ( 见 参考 文 
献 ) 中 研究 了 改变 其 中 的 每 一 因素 所 造成 的 结果 ,从 而 导出 一 则 可 用 于 估计 解 链 温 度 (T。) 
的 一 般 公式 ( 见 步骤 3)e 此 温度 是 指 50 多 杂交 的 双 链 被 解 离 的 温度 s 因 此 ,使 用 寡 核 背 酸 探 
针 鉴定 同 源 互 补 顺序 时 需要 知道 这 些 由 经 验 得 出 的 有 关 因 素 。 应 用 此 公式 可 估计 所 应 采 
用 ( 即 低 于 Ts。 约 15") 的 保温 温度 (7 和 缓冲 液 中 盐 及 甲酸 胺 浓度 。 不 过 这 仅 提 供 一 个 
起 点 ,对 任何 合成 探 针 的 最 适 信号 与 噪音 之 间 比 率 的 准确 杂交 温度 通常 还 得 赁 经 验 来 测 
定 。 在 这 些 条 件 下 ,应 对 特定 核 昔 酸 顺序 的 测定 有 充分 的 敏感 性 ,而且 没有 因 对 本 底 产生 . 
非特 异性 杂交 而 出 现 的 干扰 。 


实验 所 需 时 间 
第 1 天 进行 杂交 :，4 小 时 
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第 2 天 准备 杂交 的 滤 膜 : 3 小 时 
第 3 天 检查 放射 自 显影 : 1 小 时 


特殊 设备 

HES 

X 线 片 显影 系统 
试剂 

杂交 缓冲 液 -$ 

2x SSC 缓冲 液 
方法 

实验 准备 


用 T4 多 聚 核 萌 激 酶 和 Y-?P-ATP 做 末端 标记 ， 或 用 末端 脱氧 核 昔 转 酰 栈 和 “jzP- 
ATP， 制 备 ”P 末端 标记 的 合成 DNA 探 针 (6-2) [注释 (1)]。 准 备用 于 杂交 的 NC MR 
{ 注 释 (2)]。 

预 杂交 


1. 将 硝酸 纤维 膜 放 和 人 加热 可 密封 的 塑料 袋 ， 向 袋 内 加 入 10ml 杂交 缓冲 液 。 折合 并 
夹 住 袋 子 一 端 密封 ,在 室温 将 塑料 袋 放置 2 一 3 小 时 。 


加 入 探 针 


2. 将 约 2 x 10cpm 的 探 针 加 至 另外 的 10ml 缓冲 液 中 ,一 同 加 入 袋 内 。 揉搓 袋 内 组 
神 液 至 混 匀 ,密封 塑料 袋 ( 见 20-2)。 
人 
a. T; = T,— 5 
b. T,, = 16.6 log [mol/L] + 0.41[P,.] + 81.5 — P, — B/L — 0.65[ P;] 
其 中 : mol/L 是 Na+ 的 摩尔 浓度 ,最 大 值 为 0.5(1 X SSC & 0.165mol/LNat* ) ° 
Py. 是 指 取 核 昔 酸 探 针 中 G 或 C 碱 基 的 百分比 (在 30 和 70 之 间 )o 
Pe 是 误 配 碱 基 的 百分比 , 如 果 已 知 的 话 ( 误 配 每 百 分 之 一 将 平均 改变 T。lsC)。 
P eA RH ARIE Stk 
BH 675 (对 于 合成 至 多 为 100by 的 探 针 )。 
L 是 探 针 碱 基 长 度 。 
因此 ;对 于 探 针 的 G/C 比 为 50 多 ， 与 感 兴趣 的 顺序 无 误 配 缓冲 液 中 不 含 甲 酰胺 、 并 


T, CG) ‘ 
碱 基 $s CR ee ee a SE ae 
2% SSC Lt. SSC 0.5 x SSC 
50 65 ~ 60 55 
40 62 57 52 
30 56 51 46 
20 45 40 35 


含有 指出 的 SSC 浓度 时 ,下 表 可 用 于 预测 Ti，* 以 作为 实验 的 起 点 。 
如 果 误 配 的 数目 未 知 ， 例 如 当 使 用 从 一 个 种 系 产生 的 探 针 去 鉴定 另 一 种 系 中 的 同 源 
有 NA 或 RNA, 则 六 起 点 应 降低 or 如 洒 探 镍 长 度 超 过 40bp， 杂 交 缓 冲 液 中 可 包含 甲 酰胺 
CUPRA T 交 每 增加 1 多 的 甲 栈 胺 7 可 降低 约 0.65")。 
4. 按 步骤 3 所 测定 的 保温 温度 ,将 塑料 袋 保温 过 夜 。 


waka 


5. 从 塑料 袋 中 取出 滤 膜 ,小 心 保存 袋 内 的 放射 性 缓冲 液 ,重新 将 塑料 袋 密封 并 莽 迪 8 

6. 在 塑料 下 中 ， 用 250ml 预先 调 到 保温 温度 的 2 x SSC 缓冲 液 冲洗 滤 膜 约 5 分 钟 
ATER (3) 10 | 

7, 更 换 为 低 于 保温 温度 10°C 的 新 缓冲 液 。 ELL RIEL TF (RAR 30 分 钟 ， 更 换 两 次 以 
上 缓冲 液 ,每 次 间隔 30 分 钟 ,总 共 洗 涤 4 次 。 

8. 在 两 张 Whatman 3MM 滤纸 之 间 夹 干 油膜 ,空气 干燥 30 分 钟 。 提 放置 在 3MM 滤 
: 弧 止 ,用 透明 的 塑料 纸 覆 盖 。 用 放射 性 墨水 在 一 张 小 的 可 粘 附 标签 上 标记 ,并 贴 在 塑料 纸 
.上 定向 。 

9. 用 增 感 屏 和 X 线 片 在 —70°C 放射 自 显影 过 夜 ( 见 20-5)。 


第 三 日 
10. 将 文 线 片 显影 确定 阳性 的 杂交 。 将 包 好 的 滤 膜 贮藏 于 安全 处 [注释 (4),(5)]。 
35 


'(Q) 小 心 处 理 放射 性 样品 和 废物 。 整个 实验 过 程 应 戴 手 套 。 

《2)》 泪 膜 可 以 是 圆 的 (来 自 菌 落 揭 提 ) 或 是 长 方形 的 〈 夹 自 凝 胶 蝶 泳 )%”DNA 或 RNA 需 经 在 真空 
竹 和 干燥 以 与 硝酸 纤维 滩 膜 结合 。 几 张 方 滤 膜 可 放 在 同一 袋 内 同时 杂交 ;至 多 20 张 硝 酸 纤维 膜 或 6 张 
‘Gene Screen ， 圆 片 可 在 同一 袋 内 杂交 。 

《3) 如 果 合 成 探 针 与 杂交 的 种 系 是 同 源 的 , 且 长 度 超过 35bp ,应 采用 更 强 的 洗涤 条 件 ( 如 1X SSC 或 
\0.5XSSC)。 

(4) 如 果 需 要 , 滤 膜 可 再 次 放射 自 显影 。 如 果 本 底 太 高 ， 可 在 较 高 温度 或 在 更 稀 的 SSC 缓冲 液 光 
PRBRCLSR 6 17 )o 

(5) 滤 膜 可 用 另外 的 探 针 重 复杂 交 两 至 三 次 。 先 用 80Yc 含 1% 甘油 的 水 洗 去 以 前 杂交 的 放射 性 。 
竹 2 分钟, 接着 在 室温 用 水 洗 几 次 。 滤 膜 此 刻 已 准备 好 ,可 用 于 再 杂交 。 


参考 文献 
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( 刘 亚 霞 译 “ 姚 志 建 校 ) 


第 7 章 用 质粒 衍生 的 探 针 探测 核酸 


7-1 缺口 翻译 


缺口 翻译 反应 常用 于 将 放射 性 磷酸 核 背 酸 引 入 未 标记 的 DNA, 从 而 制备 探 针 。 此 反 
应 基于 DNA RSH I 启动 未 标记 DNA 中 作为 缺口 暴露 的 游离 3 -OH 端 DNA 侣 成 的 
能 力 。 人 缺口 是 通过 将 待 标 记 的 DNA 用 DNase 做 有 限 消 化 而 产生 ,其 位 置 是 随机 确定 的 。 
聚合 酶 利用 标记 的 三 磷酸 盐 按 5 一 3 方向 合成 新 的 DNA。 因此 这 种 新 聚合 的 DNA 有 是 带 
有 放射 性 的 。“ 
实验 所 需 时 间 
DNA 探 针 纯化 后 的 2 小 时 
试剂 
DNA 酶 L (DPFF 2%, Cooper Biomedical): 以 1mg/ml 浓度 溶 于 5 mmol/L CaChs- 
和 1mmol/L MgCl, 的 溶液 中 。 以 5pl 为 一 份 贮存 在 一 20%C; 每 个 包装 仅 用 一 次 。 
活化 缓冲 液 a 
10mmol/L Tris, pH7.4 
5mmol/L. MgCl, 
Img/ml BSA, Pentax 组 分 V 
贮存 在 — 20°C 
DNA 聚合 酶 1;,50 /ul(BM, 贮 存在 — 20°C) 
3mol/L 醋酸 钠 ，pH7.4 
NGS ei 
缺口 翻译 缓冲 液 
0.5mol/L Tris, 2H7.4 
0.1lmol/L MgSO, 
Immol/L DTT 
500ug/ml BSA, Pentax #44} V 
以 0.5ml/ 每 个 包装 贮存 在 — 20°C you 
&¢ & +RN A, 10mg/ml Seah 
未 标记 的 三 磷酸 盐 混合 物 : 200umol/L dGTP, dATP, dTTP AF pH7.4 Hy 5e 
mmol/L Tris 溶液 ,贮存 在 — 20°C 
a-**P-d CTP 
氯仿 
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10% 三 氧 栈 酸 -0.1mol/L 磷酸 钠 

95% 乙醇 

实验 准备 | 

制备 用 于 缺口 翻译 的 未 标记 的 DNA， 通 常 是 从 一 个 载体 上 用 RE DRM ES 
DNA 探 针 ( 见 8-2)o 此 组 分 经 琼脂 糖 凝 胶 ( 见 9-1,9-2) 或 5% 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 ( 见 9-3) 
时 洗 脱 ( 见 9-3) 纯 化 。 为 了 从 凝 胶 中 进一步 提纯 DNA FR, AGHA Elutip 微型 柱 或 
Nensorb 柱 ( 见 10-3)[ 注 释 G1)。 另 一 方面 ， 探 针 可 由 克隆 的 ` 带 有 质粒 或 噬菌体 载体 顺 
这 的 片段 ,经 缺口 翻译 制造 。 


BRU Gi 


1 AEF ILS MLA — PS GR LEE C2) 1098 EH BLD NAHE 0.5 08) 
TWAKBEE 71, 

1yal DNA fig 1, 用 活化 缓冲 液 1:10 000 稀释 (以 21 到 200wl， 做 连续 两 次 1:100 FA 
释 )。 用 前 即刻 稀释 。 

Sule PNIEH = MRR A WCAGTP dATP ATP :各 200wrolL3 meee 
SMR ABA 32umol/L), 

2.5 i C1 BPEL Me 

0.541 DNA RAHI 

10pl(c-2P-)dCTP( 反 应 终 浓度 是 1 一 2wkmol/L)[ 注 释 (3)]。 

RGR DERE 25 wll YEFEC4) Jo 

过 在 14 保温 20 分 钟 [注释 (5)]。 


纯化 标记 的 探 针 

3. 将 小 离心 管 放 至 冰 中 ,加 人 下 列 试 剂 ; 
3mol/L 醋酸 钠 200 
H,0 150ul 
SS-7# 200z1 
氯仿 200 


4A. LRA BURROW EY, 2 DLE 1 分 钟 分 相 5 

5. 保 持 试管 在 某 一 角度 ,将 上 层 含水 祖 转 移 至 另 一 含 2.5wl RNACARM RESO 
管 中 , 弃 去 下 层 有 机 相 及 此 试管 (此 管 有 放射 性 )。 

6. 加 500ul 乙醇 ， 旋 涡 振 荡 混 匀 。 在 冰 中 冷却 试管 30 分 钟 ， 置 微型 离心 机 4c 离 
a 10 分 钟 , 弃 上 清 液 ( 带 有 放射 性 ), 保存 管 中 沉 淀 物 8 

7. 加 lml 水 溶解 沉淀 ,经 旋涡 振荡 混 匀 。 

8. 测定 标记 探 针 的 活性 , 取 2wl 样品 置 一 试管 ， 管 中 加 满 10 力 三 氧 醋 酸 (TCA)。 将 
Bois BOB BARC Olan Whatman GF/1C) 或 硝酸 纤维 膜 抽 滤 。 将 试管 装 满 TCA 并 
再 次 用 滤 膜 抽 滤 。 再 将 试管 装 满 95 多 乙醇 并 过 滤 。 在 加 热 灯 下 烤 干 滤 膜 ， 用 液体 闪烁 计 
数 仪 计数 ,测定 探 针 的 比 活性 。0.5pug DNA 样品 的 1.0ml Bee, He ?zl 代表 Ing 标 
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有 
a 
| 

fi 


记 的 DNA。 比 活性 应 是 每 纳 克 DNA 1 一 5 X 10’cpm, 在 成 功 的 缺口 翻译 中 ， 标记 物 的 ; 
20 一 40 多 RBA BRHH. 
9. 样品 贮存 在 4°C 或 放 人 塑料 屏蔽 盒 中 冻 存 在 一 20*C。 样品 能 保存 约 1 一 2 A, Be 


时 可 用 于 杂交 。 
10. 算出 需要 多 少 微 升 的 样品 能 提供 约 5 Xx 10 cpm。 用 此 量 进 行 杂交 ( 见 下 节 )e 
注释 


C1) 探 针 的 纯化 着 重 是 去 除 可 以 影响 缺口 翻译 反应 的 琼脂 糖 。 

(2) 这 些 试 邦 可 沿 着 微量 离心 管内 壁 逐 滴 加 入 ,最 后 泣 加 放射 性 “- ”P-dCTP…p 混 匀 ， 在 微型 离心 - 
机 内 离心 

3) 采用 适当 预防 措施 妥善 处 理 带 有 放射 性 的 反应 物 和 废物 。 为 了 制备 高 比 污 性 的 探 针 ， 应 使 用 
一 种 以 上 的 标记 dNTP。 对 未 标记 混合 物 做 合适 地 调整 ,从 中 去 掉 相 应 的 dNTP。 

(4) 如 果 在 大 规模 筛选 中 需要 较 多 的 探 针 ,步骤 1 的 反应 体积 可 以 加 倍 。 

(3) 为 了 使 个 口 翻译 系统 最 适 化 ,最 好 测定 出 ”了 ? 达到 最 佳 捧 人 DNA 所 需 的 时 间 , 为 此 可 用 的 方 
法 是 做 一 条 时 间 曲 线 , 测 定 不 同时 间 ”? 向 0.5ng 感 兴趣 的 DNA PHBA. 通常 ， 合 适 地 掺 人 ( 游 - 
离 标 记 物 挫 人 20 一 409%2) 在 20 一 40 分 钟 内 达到 。 中 


Rigby, P., Dieckmann, M., Rhodes, C., and Berg, P., J. Mol. Biol. 113: 237, 1977. 


7-2 DNAZz (Southern 印迹 杂 s 奖 ) 


提要 
这 是 将 由 缺口 翻译 产生 的 部 -标记 的 DNA 探 针 ,与 经 防 有 


和 


所 用 的 方法 一 致 。 
实验 所 需 时 间 
第 1 天 : 1 小 时 
第 2 天 : 3 小 时 
特殊 设备 
塑料 袋 封口 器 
放射 自 显 影 装 置 
试剂 
狂 精 子 DNA 贮存 液 ，2 mg/ml 
10mol/L NaOH 
2.0mol/L Tris, pH7.4 
1.0mol/L HCl 
杂交 缓冲 液 -N 
洗涤 缓冲 小 人 


°. Sure 


20 X SSC 200ml 


H,0 1 780ml 
10% SDS 20ml 
ad 2 2L 

MRA IK B | 
20. x SSC 5ml 
H,O 985ml 
10%SDS 10ml 
Bd 2 1L 

方法 
实验 准备 
经 缺口 翻译 (7-1) 制 备 >P- 标 记 的 DNA 探 针 并 配制 洗涤 溶液 。 


1. 将 20 X 20cm MA DNA 印迹 的 硝酸 纤维 滤 膜 ， 放 置 并 铺 平 在 加 热 可 密封 的 聚 乙 
ERAS PALA 20ml 杂交 缓冲 液 -NL 注 释 (1),(2)]。 排 出 袋 内 所 有 的 气泡 ,并 将 缓冲 
液 履 盖 在 滤 膜 上 。 室 温 放置 至 少 5 分 钟 ， 或 百 至 准备 好 琛 外。 


双 链 探 针 的 变性 
2. 将 适当 体积 的 探 深 针 样品 (相当 于 1 二 2X 人 50ml 塑料 螺旋 盖 的 试管 中 。 
3, 依次 加 入 下 列 试剂 : eee 


+b 


a. 5004] RFF DNA 贮存 液 。 or Le 
b. 5041 10mol/L NaOH， 直 接 加 入 样品 。 
c. 30041 2mol/L Tris, pH7.4, 
d. 475u1 Imol/L HCL 逐 滴 加 入 ;, 边 加 边 轻 轻 旋 转 混 勺 。 
杂交 


4. 将 10ml 杂交 缓冲 液 -N 加 入 试管 ,将 管 中 的 内 容 物 加 至 步骤 1 的 袋 内 。 DAHA 
$811 (20-2). 

5. 浸 泡 在 42° KB RE KO 

Py eke 
6. 从 袋 内 取出 滤 膜 ,将 其 放置 在 塑料 盘 内 ;重新 密封 袋 口 并 弃 人 放射 性 废物 中 of 在 室 ' 

温 用 500ml 洗涤 溶 臣 A 漂 洗 滤 膜 5 分 钟 。 倒 去 缓冲 液 , 用 新 鲜 缓 冲 液 洗 3 次 以 上 ,每 次 间 

Bj 20 分 钟 。 

7. 随后 用 洗涤 液 B 洗 滤 膜 2 次 ,每 次 20 ABH, 45—65°CL HER (3) 1. 

8. 将 滤 膜 放 在 两 层 Whatman 3MM 疲 纸 或 纸 由 之 间 , 吸 干 。 空气 中 干燥 泪 膜 约 30 
分 钟 。 

9. 将 干燥 滤 膜 重新 放 人 可 密封 的 袋 内 或 放 在 一 张 20 X 20cm Whatman 3MM 滤纸 : 
+: ABAD Ream. APS 墨水 在 粘性 标签 上 标 出 滤 膜 方向 。 


¢ Sb 


be 


WA7.1 A. ACA RRB AY DNA, Ze Rope at TF AIR FT SA AEP PS PORE FES — NE 

WEAR FRE RETR Rk. ERDAS DONA 的 特定 谱 带 和 左 侧 一 行 Hind Ul 切割 的 4DNA 标志 。 

B. RRR Southern 印迹 的 放射 自 显影 将 琼 腹 糖 凝 胶 转 印 至 峭 酸 纤维 素 医 上 ,用 末端 标记 的 骞 核 背 酸 探 针 与 
印迹 杂交 从 而 鉴定 基因 组 文库 的 哪 段 深 片 可 用 于 进一步 研究 。 


10. 用 Kodak XAR-5 胶片 和 增 感 屏 在 一 70"C 进行 放射 自 显影 。 曝光 过 夜 并 显影 
《2025)[ 注 释 (4)]。 | OL BE (A 


(1) READ ASIA RL. HW —HK 20% 20cm HEB, FA 20ml 含 探 针 的 杂交 组 六 
BEBE. 对 二 片 较 大 的 印迹 , 需 加 入 更 多 缓冲 液 ,一 般 常 规 以 30ml 体积 较 好 。 ah 
(2) SSF IK, LAIR ELL 10 张 圆 滤 膜 为 最 大 限额 。 Mrs 3 


(3) BREBER RES /RS. ERM PAE RRA TERR CAR Do mes DNA 


葛 同 源 性 、 探 针 的 长 度 , 以 及 盐 浓度 也 可 影响 信号 /噪音 比值 。 对 每 一 特定 情 况 下 的 洗涤 条 件 要 做 调整 w 


“(4) 如 果 想 要 曝光 较 多 一 些 或 较 少 一 些 , 可 在 合适 的 时 期 内 反复 进行 放射 自 显影 。 如 果 背景 太 深 ， 
返回 步骤 7, 按 较 强 的 条 件 ( 即 稍 高 的 洗涤 温度 ) 重 复 洗涤 。 


参考 文献 


Wahl, G., Stern, M., and Stark, G., Proc. Natl. Acad. Scit., USA 76: 3683, 1979. 
(LEE 姚 志 建 校 ) 
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82 质粒 DNA 的 制备 


8-1 细菌 的 转化 


细菌 的 转化 是 这 样 一 个 过 程 : 用 环 状 DNA 质 粒 转化 细菌 细胞 ,质粒 含有 一 个 自主 的 
DNA 复制 源 和 一 个 可 供 选择 的 标志 (如 抗生素 耐 药 性 )o 通 过 在 CaCh 中 保温 ,使 缓冲 流 
中 的 DNA 能 透 人 处 于 对 数 生长 期 的 细胞 。 短 暂 的 热 冲击 可 以 加 速 这 种 参 人 。 然 后 ,在 含 搞 
生 素 的 琼 陛 板 上 筛选 参 人 了 质粒 DNA 的 细菌 细胞 。 不 含 质粒 的 细胞 将 不 能 在 这 些 平板 
上 生长 ,转化 成 功 的 细菌 将 形成 分 散 的 菌落 。 


实验 所 需 时 间 


第 1 天 : 6 一 7 小 时 

第 2 天 : 1 小 时 
试剂 

区 下 培 养 基 ( 灭 菌 ) 

50mmo!l/L CaCl, (XH) 

高 压 灭 菌 的 甘油 

ELB- 了 琼脂- 抗生素 平板 (所 用 抗生素 取决 于 载体 , 见 20-6) 
AE 

实验 准备 

对 pBR322 衍 生 质 粒 ,选用 菌株 LE392、.HB101、JM103、JM107 或 JM109。 为 了 得 到 一 
小 可 保存 的 菌落 平板 [注释 (1L)],LE392 或 HB101 在 LB 平 板 上 划 线 接种 、JM103、JM107 
或 JM109 在 一 个 基本 琼脂 平板 上 划 线 接种 。 琼 脂 平 板 的 制备 方法 见 21-6。 为 了 转化 细 


狐 ， 先 要 得 到 含 所 需 插 人 片段 的 纯化 的 环 状 质粒 (制备 、 购 买 或 赠品 )。 为 选择 转化 子 必 
源 制 备 LB 培 养 基 -琼脂 -抗生素 平板 。 选 用 合适 的 抗生素 ( 见 20-6)。 


细菌 细胞 的 生长 [注释 (2)] 


1. 将 40mlLB 培 养 基 加 到 无 菌 培养 瓶 中 , 瓶 口 在 火焰 上 灭 商 [注释 (37]。 

2. 在 火焰 上 方 灭 菌 消 毒 金属 接种 环 。 接 触 琼脂 边缘 使 环 冷却 [注释 (4)], 用 环 从 贮存 
肝 板 上 乔 取 细胞 (一 个 菌落 )。 

3. 将 细胞 转 到 培养 基 并 拌 落 环 上 的 细胞 。 培 养 瓶 放 人 37°C 摇 床 。 

4. 细胞 生长 到 600nm O.D. 为 0.3 一 0.5 时 ,需要 几 个 小 时 [注释 (5)]。 
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5. 细胞 在 室温 2500 X g 离心 5 分 钟 。 

6. 细胞 沉淀 轻 轻 悬浮 在 2 一 4ml 50mmol/L CaCl, 中 ,用 50mmol/L CaCl, RFR 
补 到 原来 体积 的 一 半 ( 约 20ml)c- -细胞 现在 是 非常 脆弱 的 。 

7. URE RIB 30 分 钟 。 此 时 这 些 细胞 被 称 为 活化 的 细胞 [ 注 秋 \27]。 

8. 细胞 在 4°C2 500 X g 离 心 5 分钟。 悬浮 在 1/10 原 体积 (4ml) 的 冷 50mmol/L CaCl, 
中 。 为 了 增加 活性 ,使 用 前 细胞 在 tC 放置 过 夜 。 两 天 后 细胞 活性 将 降低 。 

9. 在 一 个 无 菌 试管 中 , 将 约 0.1wg 质粒 载体 DNA 或 连接 的 质粒 载体 与 200wl ROR 
8 制备 的 活化 细胞 混合 

10. 冰 浴 30 athe 

11. 将 试管 转 到 42°C 水 浴 使 细胞 加 热 2 分 钟 。 另 一 种 可 用 的 方法 是 37% 水 浴 5 分 
钟 。 

12. 加 入 1mlLB 培 养 基 并 在 37% 振 摇 或 旋转 培养 45 OH, 使 抗生素 耐 药 基 因 表 达 。 


细胞 的 接种 


13. 用 末端 弯曲 的 玻璃 棍 [ 注 释 (6)]( 用 70 多 酒精 和 火焰 灭 菌 ) 在 LB- 琼 脂 * 抗 生 素 平板 
表面 接种 细胞 。 在 不 同 的 平板 上 接种 不 同 的 量 ( 例 如 : 50,100 和 200w1) ,根据 经 验 测 定 出 
为 产生 适当 的 分 散 菌落 所 需 的 量 。 如 果 需 要 的 话 ,在 4°C 贮存 剩余 的 细胞 以 供 下 次 接种 。 

14. 加 100wl 从 步骤 8 得 到 的 未 转化 的 细胞 到 另 一 块 含 抗生素 的 平板 上 作为 阴性 对 
照 。 

15. 将 平板 放 人 37°C 孵 箱 ,琼脂 面 朝 下 , 放 20 分 钟 使 培养 基于 燥 。 

16. 将 平板 倒置 (琼脂 面 朝 上 )，37%C 培养 过 夜 。 在 12 一 16 小 时 出 现 集 落 。 

17. 菌落 现 已 可 用 于 菌落 杂交 (15-3)\ 质 粒 的 微量 DNA 分 析 (8-4 和 六 质粒 的 制备 性 生 : 
长 (8-2 和 8-3) 或 保存 。 tat) 


转化 细菌 的 长 期 保存 : 车 油 保 存 


18. 用 无 菌 接种 环 从 平板 上 取出 单 菌落 的 细胞 ,加 到 含 ml LB 培养 基 和 相应 抗生素 
的 单个 试管 中 。 振 摇 培 养 直到 培养 物 变 浑浊 。 

19. 每 管 取 0.8ml 细胞 并 放 在 无 菌 小 试管 中 。 每 管 加 0.2ml 无 菌 甘油 ,混合 ， 谍 存 于 
一 70%C。 将 甘油 贮存 物 在 相应 的 LB 琼脂 -抗生素 平板 上 划 线 能 重新 得 到 细菌 转化 物 。 
注释 

(1) 贮存 细菌 的 琼脂 平板 可 在 4% 保存 大 约 1 个 月 。 平 四 边缘 用 胶带 或 塑料 膜 封 好 。 

(2) 冻 存 的 活化 细胞 (例如 HB101) 也 可 从 BRL 或 Vector Cloning Systems 购买 。 使 用 这 些 细胞 
时 可 参阅 供应 厂商 提供 的 说 明 书 。 

(3) 下 面 各 步 均 以 此 法 灭 菌 。 所 有 转移 必须 保持 无 菌 。 使 用 前 对 所 有 试管 高 压 灭 菌 。。 

(4) 也 可 用 无 葛 塑 料 接种 环 (不 用 火焰 灭 菌 )。 

(5) 为 了 达到 最 适 的 转化 效率 ,细胞 生长 处 于 对 数 期 是 非常 重要 的 。 

(6) 形状 类 似 于 平底 曲棍球 杆 。 
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， 提 要 


参考 文献 


Cohen, S.,Chang, A. C. Y., and Hsu, L., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 69: 2110, 1973, 


Dagert, M., and Ehrlich, S., Gene 6: 23, 1979. 


8-2 质粒 DNA 的 制备 Triton- 溶 菌 酶 法 


FAA ARG Triton 使 细胞 部 分 裂解 ,使 质粒 逸 出 细胞 壁 进 和 上 清流 。 MRA AS 
eK DNA 则 被 细胞 壁 挡住 。 除 去 裂解 液 中 的 细胞 碎片 , 含 质粒 的 上 清 液 在 CsCl” 
省 乙 锭 平衡 梯度 上 分 离 , 从 线 状 质粒 或 大 肠 杆 菌 DNA 片段 中 纯化 环 状 DNA, 线 状 和 环 
状 DNA 区 带 在 这 种 梯度 上 处 于 不 同 密度 。 这 是 一 个 制备 没有 RNA 污染 的 高 纯度 质粒 
DNA 的 常用 方法 ,但 费时 间 并 需要 特殊 的 超 离 心 设备 (垂直 转 头 和 超 离心 机 )。 


实验 所 需 时 间 
BLK: 2 一 3 小 时 
第 2 天 : 1 小 时 
第 3 天 : 5 小 时 
第 4 天 : 1 小 时 
SR: 3 小 时 
特殊 装置 
超 离心 机 (Du Pont/Sorvall TV850 和 TV865 或 Beckman VTi50 和 VTi65 垂直 转 
头 y 盖 子 和 扳手 ) ， 
IEW 


.Biodryer 装置 (真空 离心 机 ) 

快 封 超 离心 管 和 封口 器 或 Du Pont/Sorvall 管 弯曲 系统 

快 封 管 〈《Beckman);VTi50-25 X 89mm;VTi65-13 X 5lmm 管 或 Du Pont/Sorvall 
VT850,VT865 弯 顶 管 


试剂 

M9- 和 葡萄糖 基 本 培养 基 的 成 分 见 下 面 步骤 1， 氧 霉 素 按 34mg/ml AFAR 
于 一 20%) 

10% 蔗糖 溶 于 50mmol/L Tris, pH8.0 中 

溶菌 酶 溶液 30mg/ml H:O), 使 用 前 新 鲜 配 制 

1% Triton X-100 


CsCl 溶液 (19g 光学 纯 CsCl 与 20ml H,0 混合 ) 
2 10me/ml 
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AE AF Mi FB ll A, DNA( 或 任何 小 的 环 状 DNA，, 例 如 MI13 RF DNA). 


” 0.5 mol/L EDTA, pH8.0 
3mol/L 醋酸 钠 ，pH7.4 


SS- A Rp 


2. 转移 一 个 菌落 6 

和 个 
到 20m1 无 茵 培养 基 中 ”| 2 
& ER Say es greets te BY 
a 2 
1. 生 长 转化 细胞 Wy 


\ 
a 
SS 


A Te 
Ze 560m1 广 口 眶 
\ 


~ 


4 


i ie YY) 4 ia 
its 


10. 溶解 细胞 


11. Pa Hr 15. 除去 蛋白 质 层 
| ym mse + TR AME 16. 加 省 化 乙 锭 
| Seliaks 13. i CsCl 17. 转 到 超 离心 管 中 
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注射 器 和 针头 


图 8.1 质粒 的 制备 。 选 择 感 兴趣 的 质粒 并 使 其 大 量 扩 增 。 使 质粒 DNA 从 细菌 中 游离 出 来 
通过 连续 两 次 CsCl 离心 分 离 质粒 DNA, 


.22. 在 CsCl 中 再 离心 
¢———— 


23. 纯化 DNA 
24, 干燥 沉淀 
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TE AW ik 
正 丁 醇 ( 水 饱和 ) 
氯仿 


方法 


实验 准备 
取 一 个 菌落 到 20ml 含 相应 抗生素 的 LB 培养 基 中 [注释 (1)]37%C 振 摇 培养 过 夜 。 


1. 


培养 基 配 制 
配制 细菌 生长 的 基本 培养 基 (M9- 葡 萄 糖 ) 的 5 种 成 分 : 
_a.NaHPO,. 7H,O 60g 
KH,PO, 30g 
NaCl 5g 
NH,Cl 10g 


中 Wd 


溶解 在 900ml 水 中 并 用 10mol/L NaOH jf pH 47.4, 
b. 20g #49 HIN 7K Fi] 100ml, Ko 
c. 100g 酷 蛋 白水 解 氮 基 酸 ( 酷 蛋 白水 解 物 ) 加 水 到 1L。 
d. lmol/L MgSO, 
e. lmol/L CaCl,;, 
ERB RR b Fb, DAB HERE, FH. 


.将 溶液 a 和 b 加 在 一 起 (单独 的 * 是 10 & M9; a Hb E10 X M9- Fj 4599) 
.制备 LL 基本 培养 液 : 


a. 800ml 无 菌 水 。 

b. 加 1ml 1Imol/L MgSO,， 和 0:1ml lmol/ 工 Cacl。 混 合 。 
c. 加 100ml 从 步骤 3 得 到 的 a/b 混合 液 。 

d. 加 100ml WH cy 

e. 加 相应 抗生素 [注释 (2)]。 


4 AIS Fp HK 


ha 


20ml 原先 在 含 相应 抗生素 ( 见 实验 准备 ) 的 LB 培养 基 上 生长 过 夜 的 细胞 , 加 到 放 


在 2.5L 硬 底 烧瓶 或 4L 三 角 烧 瓶 中 的 1L 基本 培养 基 里 。 


6. 振 摇 培 养 直到 600nm O.D. 为 0.8 [注释 (3)]o2 小 时 后 每 30 分 钟 检 查 一 次 0D.D.。 


7.4 O.D. 达到 0.8 时 ,加 入 5ml ABRAM Mid DNA 复制 停止 , 而 扩 增 质粒 的 


复 本 数 。 


8. 


37°C 在 摇 床 上 以 120rpm 摇动 过 夜 。 


收集 


9， 


Biko 


细胞 在 4 个 250ml 或 2 个 500ml 离心 管 中 于 4%C 4000 X g 离 心 5 OHH REL 
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10 在 10ml TE 缓冲 液 中 悬浮 细胞 并 合并 ， 转 到 透明 的 聚 碳酸 酯 超 离心 管 中 〈 例 如 
Ti50.2 带 螺旋 盖 的 管子 )。 

11.4sC 4000 X g 离 心 5 分 钟 。 

12. LB 8ml 10% 蔗糖 ( 配 在 50mmol/L Tris、pH8) 中 。 

13. 加 1ml] 新 配制 的 溶菌 酶 溶液 消化 细胞 壁 上 的 肽 聚 糖 键 。 混 合 后 冰 浴 10 分 钟 。 
14. 加 2ml 0.5mol/L EDTA 整合 二 价 阳 离子 和 抑制 DNA Ho 混 人 台 后 冰 浴 放置 5 
分 钟 。 
15. 加 5ml 1% Triton X-100( 配 在 水 中 ), 混 合 。37sC 温 热 2 分 钟 或 直到 发 生 裂 解 。 
当 糙 度 增 加 和 细菌 碎片 可 见 时 ,说 明 裂 解 出 现 。 

16. 4% 192 000 X g 离心 30 分 钟 ( 即 用 Beckman Ti50.2 或 Du Pont/Sorvall 转 头 ， 
转速 40 000rpm )。 

17. 上 请 液 ( 澄 清 的 裂解 液 ) 倒 人 50ml 有 盖 管 中 。 用 水 加 到 20ml 体积 ,加 19g CsCl, 
混合 到 CsCl 溶解 。 

18 2 000 X g 离 心 5 分 钟 。 

19. 用 棉花 拭 子 除去 顶部 蛋白 质 层 。 

20. 取 10w] 用 折光 仪 检 查 折 光 指 数 ， 此 时 应 该 等 于 1.395 一 1.400。 如 果 需 要 ,加 水 或 
CsCl 调 节 折 光 指 数 。 

21 加 400g] RCRA REIMAN RAH IEMA) I. 

22. FEF WHONRDSH, ARAM HEAR, HE, 在 垂直 转 头 上 于 20 


(225 000Xg 离心 过 夜 (例如 Beckman TVi50 或 Du Pont/Sorvall TV850, 443848 000rpm)o 


管子 是 Beckman polyallomer 热 封 管 25 X 89mm 或 Du Pont 2334, 35ml, 


: oe a 

23. 不 用 刹车 的 条 件 下 停止 离心 ,用 紫外 线 检查 2 条 区 带 。 除去 管 顶 部 或 用 18 号 针 
头 刺 人 顶部 。 试 试 2ml 注射 器 芯 , 看 是 否 易于 移动 。 在 较 低 区 带 下 5mm 处 用 18 号 针头 
刺 破 管 壁 ,连接 注射 器 。 瞳 准 并 用 注射 器 取出 较 低 的 区 带 [ 注 释 (5)]o 将 收集 的 材料 放 在 较 
小 的 超 离 心 管 中 ( 例 如 Beckman Quickseal 13 X 51mm 管 ) 加 CsCl 溶液 至 顶部 [注释 
《6)]。 封 管 
24. ia 278 000 X g 至 少 离心 8 小 时 (Beckman VTi65 或 Sorvall TV865 ie ii 转 
速 为 54 000rpm)。 


次 日 一 -质粒 抽 提 


25. 不 用 刹车 的 条 件 下 停止 离心 。 在 紫外 灯 下 看 区 带 。 以 步骤 23 所 述 的 针 取出 区 带 
(如 果 有 2 条 带 则 取 较 低 的 带 ), BLA 10ml 有 盖 聚 丙烯 管 中 。 带 的 体积 大 约 应 为 lml3 | 

26. 每 毫升 CsCl 带 溶液 加 3ml TE BHR, 

27. 加 4ml 正 丁 醇 , 混 合 , 稍 离心 使 相 分 离 。 真 空 抽 吸 除去 上 层 正 丁 醇 。 HALE 
存在 使 正 丁 醇 为 栖 色 的 。 

28. 如 步骤 27 用 4ml 正 丁 醇 再 抽 提 3 次。 橙色 消退 , 但 界面 依然 可 见 

29. 将 下 层 水 相 转 到 30ml Corex 管 中 。 
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30. 对 每 毫升 原来 的 CsCl 带 溶液 (步骤 25), 加 8ml 乙醇 。 混 合 。 置 冰 浴 20 分 钟 。 不 
:得 在 干冰 中 冷却 ; 较 低 的 温度 将 使 CsCl 沉淀 。 

31.4%C ,12 000X g 离心 10 DB. 

32. 弃 去 上 清 液 ,从 沉淀 上 吸 去 过 量 液体 。 沉 淀 重新 悬浮 在 350ul TE 缓冲 液 中 。 转 
到 | 1.5ml 微量 离心 管 中 。 另 外 用 100wl TE 缓冲 液 淋 洗 .Corex 管 并 加 到 微量 离心 管 里 。 

33. 加 0.5ml SS- 苯 酚 和 0.5ml 氯仿 。 混 合 ,在 微量 离心 机 上 离心 2 分 钟 。 上 层 水 溶 
被 转 到 新 的 微量 离心 管 中 。 

34. 加 50] 3mol/L 醋酸 钠 ,混合 。 

35. 加 lml 乙醇 ,混合 。 置 冰 浴 沉淀 10 分 钟 。 

36. 在 微量 离心 机 中 于 4°c 离心 5 a Bh, 

37. HE LIK, FA 50041 80% 乙醇 洗 沉 淀 ,旋涡 混合 器 混合 。 在 微量 离心 机 中 4c 
Bi 5 Bho 

38. 弃 去 上 清流 ,真空 离心 机 中 干燥 沉淀 。 

39. 沉淀 重新 悬浮 在 500wl TE 缓冲 液 中 。 

40. I Sul 样品 到 1ml 水 中 。 在 260nm 测 0.D. 以 定 出 DNA eT 3)o 

41. 样品 贮存 在 一 20"C。 样 品 是 非常 稳定 的 。 


注释 ， 


(1) 对 pBR 衍生 的 质粒 常用 的 抗生素 是 四 环 素 或 氮 革 青霉素。 抗生素 的 选择 取决 于 质粒 内 插入 
物 的 部 位 。 DNA 插 人 到 这 些 部 位 将 钝 化 氨 葵 青霉素 或 四 环 素 基因 。 对 氮 共 青霉素 每 毫升 培养 基 用 
504ug; 对 四 环 素 用 12.5ug/ mm1o。 

(2) WERE (1). 

(3) 光 散 射 测量 细胞 密度 。 将 培养 基 放 在 分 光 光 度 计 6000m 调 仪 器 为 零 , 读 样品 的 O-D-(20—3), 

(4) 省 乙 锭 是 一 个 致 突变 剂 , 需 小 心地 操作 。 

《5) 上 面 的 区 带 是 线 状 细菌 染色 体 , 有 缺口 的 环 状 和 线 状 质粒 DNA。 第 二 条 带 (要 保留 的 带 ) 是 所 
濡 的 环 状 质粒 DNA, 

(6) 如 果 溶 液 不 呈 粉 红色 ,加 200l RC Ho 


和 参考 文献 
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8-3 KMRMERE: 质粒 的 纯化 
提要 
本 法 用 于 从 适合 于 大 部 分 分 子 生物 学 工作 的 大 肠 杆 菌 纯化 质粒 DNA。 它 与 Triton- 深 
AME, 主要 优点 是 在 纯化 过 程 中 不 需要 超 离心 ,需要 的 时 间 少 。 这 个 方法 的 唯一 缺 


点 是 在 最 终 产 物 里 有 少量 大 肠 杆菌 染色 体 DNA yh RNA ,影响 用 O.D. 测量 法 精确 定 
量 质粒 。 


ea 59 。 


实验 所 需 时 间 


细菌 生长 后 一 天 


特殊 装置 


1 X 25cm Sepharose 4B 柱 


试剂 


溶液 A 
50mmol/L 葡萄 糖 
10mmol/L EDTA 
25mmol/L Tris, pH8.0 
溶液 B 
溶菌 酶 20mg/ml 溶 于 溶液 A 《每 次 使 用 前 新 鲜 配 制 ) 
溶液 C 
0.2mol/L NaOH 
1% SDS 
溶液 D 
29.4g 醋酸 钾 
11.5ml pk sew 
加 水 到 100m] 
Sepharose 4B 在 4B 缓冲 液 中 预先 溶 胀 
4B 缓冲 液 
0.5mol/L NaCl 
50mmo!/L Tris, pH7.4 
10mmol/L EDTA 


3mol/L 醋酸 钠 pH7.0 

0.3mol/L 醋酸 钠 ，pH7.0 

RNA fig A, 10mg/m1(70°C 加 热 10 分 钟 , 钝 化 DNA 酶 》 
SS- RH 

氯仿 

FF XE 

乙醇 

TE RHR 

i 02,10 mg/ml 


BE 


实验 准备 


如 8-2 步 又 1 到 8 所 述 , 制 备 性 培养 250ml 含 质粒 的 大 肠 杆 菌 。 


预先 在 4B 缓冲 液 中 溶 胀 Sepharose 4B, 装 人 1 X 25cm 柱 内 。 
步骤 


1. 在 500ml 离心 管 中 以 4000xXg 离心 5 分 钟 , 从 250ml 培养 物 中 收集 细胞 。 奔 去 上 
清 液 。 

2. 细胞 沉淀 悬浮 在 2ml 溶液 A 中 , 转 到 10ml 有 扣 盖 的 聚 丙 烯 管 中 。 

3. 加 0.5ml 溶液 B, 彻 底 混 匀 。 冰 浴 10 分 钟 。 

4. 加 5ml 溶液 CMBR. UA 10 分 钟 。 

5. 加 4ml 溶液 D ,旋转 混合 。 置 试管 于 冰 浴 10 FH, 

6. 在 Corex 或 有 扣 盖 的 聚 丙烯 管 中 12 000 X g 离心 10 分 钟 , 离 下 白色 沉淀 

7. 上 清流 转 到 新 管 。 小 心 不 要 转 人 任何 沉淀 ! FATES 

8. 上 清 液 中 加 入 热处理 过 的 RNase A, 最 终 浓 度 为 20xg/ml。 室温 放置 15 分 钟 。 

9. 用 等 体积 SS- 苯 酚 : 氯仿 (1:1) 抽 提 。12 000 x g 离心 10 分 钟 使 二 相 分 离 。 上 层 : 
水 相 转 到 新 管 。 重 复 抽 提 几 次 。 


10. 上 层 水 相 转 到 新 管 并 用 等 体积 氯仿 抽 提 。12 000 x g 离心 2 分 钟 分 相 , 将 上 层 水 - 


相 转 人 新 管 。 

11. 加 1/10 体积 3mol/L 醋酸 钠 (pH7.0) 和 2.5 倍 体积 乙醇 。 冰 浴 10 分 钟 沉 淀 核酸 。 
12 000 X g 离心 10 分 钟 收集 沉淀 。 弃 去 上 清 液 ， 沉 淀 重新 悬浮 于 1ml 4B 缓冲 液 , 加 到 
1 X 25cm Sepharose 4B 柱 上 ,用 4B 绥 冲 液 洗 柱 [注释 (1)]。 

12. 1ml 4 1 SOMME 260nm 处 测 0.D.(20-3) 以 监测 哪 一 部 分 含 质粒 DNAS. 
质粒 DNA 在 柱 上 流出 的 第 一 个 峰 中 (此 峰 在 空 体积 流出 , 一般 是 第 3 一 8 管 )o 污 染 的 RNA， 
可 能 出 现在 后 面 的 一 些 管 子 中 ,其 出 现 的 位 置 取决 于 RNA 酶 的 效率 。 

13. 合并 所 有 含 质粒 的 部 分 .用 等 体积 SS- 葵 酚 : 氧 仿 (1:1) 抽 提 合 并 的 样品 ,12 000Xg- 
离心 2 分 钟 分 相 , 上 层 液 转 人 新 管 。 | 

14. 加 2 体积 乙醇 。 干 冰 中 放置 10 分 钟 沉淀 DNA。12 000 X g 离心 10 48h Fi 
淀 , 轻 轻 倒 出 上 清流 并 弃 去 。 

15. 沉淀 重新 悬 序 在 0.4ml 0.3mol/L 酯 酸 钠 (pH7.0) 中 。 转 到 微量 离心 管 中 , 加 0.8mk 
CH. FRAMES 10 分 钟 以 沉淀 DNA. EAC 微量 离心 机 中 离心 5 分 钟 收 集 DNA。 倒 
出 上 清 滚 并 弃 去 。 

16. 以 0.5ml 80% 乙醇 洗涤 沉淀 。4% 离心 5 DH, 弃 去 上 清 液 。 沉淀 于 空气 中 二- 
Rm BREE TE 缓冲 液 中 。 在 260nm fj O. D.〈20-3) 以 测定 DNA 浓度 [注释 (2) ]o 一 
20"C 贮 存 DNA , 祥 品 非常 稳定 。 


注释 


(1) Sepharose FER 11 和 12 可 以 用 P- Krieg 和 D Melton 的 聚 乙 二 醇 沉 淀 法 代替 ， 使 质粒 - 
从 小 核 苷 酸 中 分 离 出 来 。 

(2) 含 质粒 的 部 分 也 可 用 溴 乙 锭 琼脂 糖 平板 鉴定 。 加 0.48 琼脂 糖 到 40m1TE 缓冲 液 中 制备 平板 。 
溶液 煮沸 IAM. RAF 60° 左右 并 加 入 WM 省 乙 锭 溶液 ,将 溶液 倒 人 平 四 , 待 琼脂 固化 。 每 份 样品 ， 
Syl 点 在 平板 上 ,20 分 钟 后 点 的 样品 进入 平板 ,用 紫外 灯 照 平板 , 含 质粒 的 部 分 在 第 一 峰 , 涛 乙 锭 染色 . 
阳性 (通常 是 3 一 8 Fo 
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8-4 质粒 的 “微量 制备 "法 
提要 
质粒 “微量 制备 ?法 对 于 从 若干 转化 体 中 制备 少量 部 分 纯化 的 质粒 DNA 是 很 有 用 
MW. 它 根据 碱 性 SDS 裂解 使 质粒 DNA 从 细胞 中 释放 出 来 ， 而 大 肠 杆 菌 染色 体 DNA 留 
在 细胞 壁 碎片 上 。 从 溶液 中 除去 细胞 壁 碎 片 后 ,保留 上 清 液 ,然后 由 仍 含 有 大 量 大 肠 杆 菌 
DNA 的 上 清 液 中 提纯 质粒 DNA。 在 大 规模 培养 前 , 这 个 方法 能 提供 足够 的 部 分 纯化 的 
质粒 DNA ,用 于 质粒 的 快速 分 析 性 酶 切 分 析 ( 如 果 需 要 可 用 于 Southern 印迹 杂交 )o 当 需 
要 少量 质粒 DNA( 如 10wg) 而 不 是 大 量 ( 如 几 百 毫克 ) 质 粒 DNA 时 ,也 可 以 用 这 个 方法 - 
实验 所 需 时 间 
2 小 时 
试剂 
卫 妃 培养 基 
葡萄 糖 缓冲 液 
25mmol/L Tris, pH8.0 
50mmol/L 葡萄 糖 
10mmol/L EDTA 
溶菌 酶 溶液 (8mg/ml 配 在 葡萄 糖 缓冲 液 中 ); AR AKARRARLHSRE 
THR 
_ 
0.2mol/L NaOH ,41% SDS (每 次 使 用 前 新 配 ) 
5ml 10% SDS 
44m] 水 
1ml 10mol/L NaOH 
Ba Re PHYA 
29.4g 醋酸 钾 
11.5ml DkeEK 
加 水 到 100ml 
SS- 茶 酚 
氯仿 
3mol/L 醋酸 钠 ，pH7.4 
TE 缓冲 液 


方法 
实验 准备 
选择 一 个 菌落 。 用 无 菌 接种 环 取出 菌落 ， 加 到 20ml LB 培养 基 中 〔〈 含 相 应 抗生素 ) 


了 人 2 


工 注 释 (1)]。37%C 振荡 培养 直到 培养 物 被 饱和 。 
样品 制备 
1. 细胞 2 000 x g 离 心 10 分 钟 。 
2. 沉淀 悬 译 在 450uwl 葡萄 糖 缓冲 液 中 。 
3. 加 150wl 溶 苦 酶 溶液 ,室温 放置 5 分 钟 。 
-4. 转 到 15ml Corex 离心 管 中 
5. fi 1.2ml & 1% SDS 的 0.2mol/L NaOH ,混合 。 置 冰 浴 5 DH. BMRA 
6. MA 900 c1 冰冷 的 醋酸 钾 溶 液 , 混 匀 。 
7.4%c 12 000 X g 离心 10 分 钟 。 
8. ERR BABA Corex 管 。 小 心 不 要 转 人 任何 白色 沉淀 。 丢 弃 沉 淀 。 
9. 加 1.5ml 异 戊 醇 , 旋 涡 振 荡 混 合 。 
10. BF —20C 冰箱 15 分 钟 。 
11.4sC12000 Kk g 离 心 15 分 钟 。 
12. 奔 去 上 清 液 , 沉 淀 重新 悬浮 在 400ul TE AHR, KF 1.5ml 微量 离心 管 中 。 


样品 抽 提 


13. 加 40xl 3mol/L 酷 酸 钠 。 

14. 用 SS- 葵 酚 / 氯仿 抽 提 , 乙醇 沉淀 DNA, ,如 20-1 所 示 。 
15. 弃 去 乙醇 ,沉淀 在 空气 中 干燥 5 分 钟 。 

16. DNA 重新 悬浮 在 50wl TE 缓冲 液 中 。 

17. 现在 质粒 DNA 可 作 进 一 步 实 验 用 [注释 (2)]o。 

18. —20°C 贮存 质粒 制品 。 


注释 


(1) 氮 苯 青霉素 (50ug/ ml 培养 基 ) 或 四 环 素 (12.5ug/ml 培养 基 ) 取 决 于 在 所 用 质粒 上 插 和 人 物 的 部 
位 。 

(2) 虽然 以 这 种 方式 分 离 的 质粒 DNA 中 同样 发 现 有 RNA，, 但 RNA 并 不 干扰 进一步 的 实验 (例如 
&E 消 化 、 亚 克隆 繁殖 或 连接 反应 )o 由 于 RNA 的 存在 ,用 测 0. D. 的 方法 定 DNA 浓度 就 不 精确 .为 了 


测量 质粒 DNA 的 浓度 ,电泳 酶 切 的 质粒 ,然后 与 已 知 的 标准 DNA 比较 省 乙 锭 染色 强度 (例如 Hind IE. 


切割 噬菌体 DNA, 见 9-1). 


和 参考 文献 


Birnboim, H., and Doly, S., Nucleic Acids Res. 7: 1513, 1979. 
ash-Horowicz, D., and Burke, J., Nucleic Acids Res, 9: 2989, 1981. 
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第 9 章 DNA 限制 性 片段 的 制备 


9-1 fx Bl RK 
提要 
微型 凝 胶 对 利用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 迅 速 分 离 少量 DNA 片段 是 很 有 用 的 。 当 只 有 人 少量 
DNA 可 用 于 分 析 时 ,或 希望 迅速 监测 操作 过 程 中 连续 步骤 间 各 种 酶 反应 的 效率 时 ,它们 显 : 
得 特别 有 用 。 
实验 所 需 时 间 
2 小 时 


特殊 装置 


微型 胶水 平 电泳 仪 
电泳 电源 
紫外 灯 
试剂 
1x TAE 缓冲 液 
琼脂 糖 贮存 液 
300mll X TAE 缓冲 液 含 0.8 双 琼脂 糖 (2.4g) 


使 用 前 用 微波 炉 使 其 溶解 
04% 10mg/ml 


放 胶 的 平台 


缓冲 液 管 


图 9.1 微型 凝 胶 装 置 图 。 村 内 注入 缓冲 液 胶 放 在 中 心平 台 上 ,使 缓冲 液 刚 盖 过 胶 。 梓 品 加 在 : 
胶 上 预先 制 好 的 孔 中 ， 两 极 接 上 电源 进行 电泳 。 
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da AF 25 OP 


-方法 


1. 在 微波 炉 中 加 热 琼 脂 糖 贮存 液 并 冷却 到 50°, FA 25ml 吸管 取出 15ml( 体 积 随 电 
访 胶 盒 大 小 而 变化 ), 多 余 的 胶 滚 以 后 用 时 可 再 加 热 ; 加 水 保持 体积 可 能 是 需要 的 。 

2. 轻 轻 放 在 清洁 的 微型 胶 板 上 ,由 于 表面 张力 , 15ml 胶 应 该 留 在 平板 上 , 如 果 需 要 边 
缘 可 封 起 来 ; 较 新 的 胶 模 上 有 预先 形成 的 加 样 用 的 孔 架 。 

3. 将 形成 加 样 孔 的 梳子 加 到 适当 的 深度 , 即 平板 表面 上 方 lImm 处 [注释 (1)]。 

4. 让 胶 固 化 (大 约 要 20 分 钟 ), 除 去 梳子 。 

5. 将 胶 放 人 有 500mll x TAE 缓冲 波 ( 含 50 巾 溴 乙 锭 贮存 液 ) 的 电泳 槽 内 [注释 (2) Io 

6. 在 微量 离心 管 中 向 8 ul 样品 ( 含 100 一 500ng DNA) 加 和 人 24l 加 样 缓冲 液 [注释 (3 刀 ， 
纶 促 离 心 以 混合 并 收集 样品 。 

7. 每 孔 加 10 ul 样品 。 

8. Sie bin 4ul Hind Ill 切割 的 %c1857 DNA(250 ng/wl, BA 1 el MAH R) 
钱 为 分 子 量 标准 (标准 带 是 23. 1.9.4,6.6 4.42.3, 2.00.56 Ail 0.12) [ 2EFE(4) Jo 

9. DNA 从 负极 电泳 到 正极 。 

10. 80V AE 1 小 时 ,或 直至 省 酚 蓝 染 料 前 沿 走 过 3/4 胶 。 

11. 取出 胶 , 用 水 漂洗 除去 过 量 的 省 乙 锭 。 在 紫外 灯 上 对 胶 照 相 以 显示 谱 带 。 照相 
. 敬 , 如 果 需 要 更 高 的 分 辨 率 或 更 多 的 信息 , 凝 胶 可 进一步 电泳 。 此 外 ， 限 制 性 片段 能 从 胶 
王 电 洗 脱 下 来 作 进一步 分 析 (9-3)。 


注释 


《1) 自制 的 系统 没有 样品 槽 成形 器 的 支持 物 , 则 需 用 一 个 样品 楼 成 型 梳 , 在 灌 胶 以 前 用 手指 将 它 固 
定 到 桥 上 ,定位 于 板 的 上 方 2mm 处 。 通 常 这 些 平板 的 大 小 是 7x8cmo 

(2) 溴 乙 锭 是 致 突变 剂 。 在 操作 胶 和 缓冲 液 时 要 小 心 并 戴 手 套 。 

(3) 如 果 4DNA 或 RE 消化 的 DNA 被 电泳 ,在 加 到 胶 上 去 以 前 将 样品 加 热 65% 2 分 钟 ,以 使 粘性 
末端 变性 。 

(4) 参见 注释 (3 )。 


参考 文献 


Sanger, F., et al., J. Mol. Biol. 162:729, 1982. 


9-2 Bey ja DNA 片段 的 分 析 : 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 


eR 


ARTS FE: BOB T EA RS BIS BS OE BR RA EE KI AUTO LES : 
较 长 和 对 片段 的 分 辩 力 更 好 。 此 外 , 也 能 从 质粒 的 制备 性 消化 物 中 分 离 片段 以 制备 DNA: 


猴 针 。 这 些 胶 适 用 于 Southern 印迹 。 与 微型 胶 相 比 , 它 的 缺点 是 需要 电泳 的 对 间 镑 长 。 


° 65 。 


实验 所 需 时 间 
4 小 时 至 过 夜 


特殊 装置 


水 平 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 仪 ,样品 覃 成 型 梳 , 胶 模 (例如 BRL4 型 ) 等 。 


试剂 
40 X TAE 缓冲 液 
#% 0 2.10mg/ml 


图 9.2 FRRAPRIEAY AMER IACcL857)% 
Hind Ill 消化 后 分 离 的 DNA FE. 


Who 28 OP ie 
方法 
实验 准备 


制备 待 分 析 的 经 RE 消化 的 DNA(5-4)。 用 微型 
凝 胶 检查 消化 的 进行 程度 是 否 合适 (9-1)。， 

琢 脂 糖 凝 胶 

1. 如 果 RE 消化 是 合适 的 ， 样 品 则 可 走 较 大 规模 : 
的 琼脂 糖 凝 胶 。 胶 的 制作 详 见 5-5。 这 是 一 个 300ml、 
20 x 20cm 胶 。 所 用 琼脂 糖 的 浓度 随 DNA BBE). 
而 变化 。 0.8% 琼脂 糖 的 胶 对 1 一 25kb ROH BEA REE 
的 分 辩 能 力 。 对 大 片段 (例如 20 一 100kb) 用 0.5% Br 
HERES et) EEC An 0.2—2kb) FA 1.5% BRAS RES 

2. 除了 分 离 DNA 片段 外 ,琼脂 糖 凝 胶 能 用 来 帮助 
测定 DNA 片段 的 大 小 。DNA 片 段 的 迁移 率 与 它 的 碱 
基 对 长 度 的 对 数 成 反比 ， 将 待 测 片段 移动 距离 与 同时 
走 的 标准 大 小 片段 移动 距离 比较 就 能 合理 地 精确 测定 
FrEKC+5%)o 

3. 对 充分 了 解 的 质粒 或 噬菌体 经 RE Wty BRP 
生 大 小 已 知 的 标准 片段 , 并 能 用 于 测定 未 知 DNA 片 : 
段 的 大 小 (通过 在 半 计 数 坐 标 纸 上 作 的 校正 曲线 )。 诺 : 
段 大 小 (kb) 画 在 对 数 的 纵 坐 标 上 , 迁移 距离 (cm) 夯 在 
横 坐 标 上 作 校 正 曲线 。 一 些 常 用 的 标准 片段 如 下 [ 注 
释 (1 ) ]: 

a. Hind III 切割 1DNA(1cI857Sam7) 得 到 8 个 

Fr Be: 23.1、9.4、6.6、4.4、2.3、2.0.0.56 和 0.12kb。 


b. Taq! 切割 pBBR322 得 到 7 SH BL, HEM 0.141 到 1.444kb:1444, 1307, 475, 


368,315,313 和 141bp, 


enor 


c. BamHI 切割 acl 857 Sam 7 DNA 得 到 6 4 Fr ER: 16.8、7.2、6.8、6.5、5.6 和 5.5kb, 
4.76 1—2 ug 的 标准 片段 中 加 入 1/5 RRR, RRR 65S 
mR 2 分 钟 ， 每 个 胶 孔 加 35 ul, 


5 在 1XTAE 缓 冲 液 中 电泳 胶 在 40V 走 4 小 时 至 过 夜 65-5)[ 注 释 \(2)]。 在 紫外 灯 


下 观察 分 离开 的 片段 并 照相 (20-4)o 

6. 现在 胶 可 用 于 Southern 印迹 或 片段 的 纯化 。 做 DNA 印迹 和 杂交 《5-6 和 7-2) 
以 确定 与 标记 探 针 杂 交 的 DNA 片段 。 此 外 ,为 了 纯化 所 需要 的 酶 切片 段 , 从 胶 上 切 下 所 
需 的 区 带 。 现 在 样品 可 以 准备 进行 DNA 的 电 洗 脱 (9-37 和 以 后 的 纯化 。 


注释 


(1) 因为 省 乙 锭 的 强度 与 DNA 长 度 和 量 成 正比 ; 因此 通过 比较 样品 与 不 同 大 小 标准 的 强度 能 油 
出 插入 的 量 。 
(2) 省 乙 锭 是 一 个 致 突变 剂 , 小 心地 操作 胶 并 戴 手 套 。 


参考 文献 


Aaij, C., and Borst, P., Biochim. Biophys. Acta 269:1 92, 1972. 
Sharp, P., Sugden, B., and Sambrook, J., Biochemistry 12:3055, 1973, 


9-3 电 洗 脱 
提要 


本 方法 用 于 从 琼脂 糖 或 聚 丙烯 酰胺 胶 中 回收 DNA 片段 。 切 下 含 DNA HBAS BEE 
置 于 含 缓冲 液 的 透析 袋 中 。 电泳 使 DNA 从 胶 内 出 来 进入 透析 袋 的 缓冲 液 中 。 DNA 片 
段 回 收 在 缓冲 液 中 。 用 SS- 葵 酚 / 氧 仿 抽 提 和 Elutip 或 Nensorb 层 析 法 (也 可 不 用 层 析 
法 ) 从 污染 物 中 纯化 DNA, 以 这 种 方法 纯化 的 DNA 片段 适用 于 以 后 的 连接 反应 ， 并 能 
被 大 部 分 RE 完全 有 裂解。 本 法 简单 .快速 ,并 且 DNA 回收 率 高 。 
实验 所 需 时 间 

3 一 4 小 时 


特殊 装置 
微型 胶 装 置 和 电泳 电源 
真空 离心 机 (干燥 样品 用 ) 
试剂 
lmmol/L EDTA, pH8.0 
NazHCO;, 2 % 


0.2x TBE 缓冲 液 
SS-KB 
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乙醇 

Ah 

TE 4 iR 

3mol/L & 44, pH7.4 

透析 袋 ( 直 径 13mm , 购 自 Spectrum 的 Spectrapor) 

透析 来 
Fk 

实验 准备 

准备 透析 袋 : 

a. BF 25cm 直径 为 13mm HB Bo 

b. 放 到 含 1Immol/LEDTA 的 2% Na,HCO, 中 ,加 热 至 沸 , 并 者 1 分 钟 。 

c. Al, FAK UA BEE AT RR 3 次 。 

d. AC RUBIA 2 次 。 

e. FA lmmol/L EDTA, pH8.0 洗 2 次 。 

f. 在 4sc lmmol/L EDTA, pH8.0 中 保存 。 

在 切 胶 之 前 照相 。 

1. 从 琼脂 糖 凝 胶 (9-2) 或 丙烯 酰胺 凝 胶 (9-4) 切 下 所 需 区 带 《〈 紫 外 线 激发 澳 乙 锭 显示 
八 带 )。: 用 一 个 未 用 过 的 安全 剃刀 切 下 每 条 区 带 。 " 

2. 将 各 区 带 分别 放 人 透析 袋 ( 袋 一 端 先行 夹 住 或 扎 紧 )， 加 入 450m 0.2 x TBE 缓 神 
被 。 从 和 袋 内 赶 出 所 有 空气 并 用 第 二 个 夹子 夹 住 。 切 掉 多 余 的 袋 , 检 查 透 析 绕 是 否 漏 o 

3. 将 透析 袋 放 在 水 平 琼脂 糖 或 微型 胶 盒 内 ， 加 人 0.2 x TRE 缓冲 液 使 之 正好 盖 过 透 
析 绕 ， 将 袋 (长 轴 ) 放 成 与 电极 癌 的 连 线 垂直 。 如 果 用 一 个 以 上 透析 袋 时 ， 用 夹子 或 带 扎 
好 ,以 保持 DNA 样品 的 电泳 通道 。 

4.300V 电 洗 脱 1 一 3 小 时 [注释 (1)]。 DNA 从 胶 内 出 来 并 留 在 透析 袋 [j[ 注 释 427]。 
BiB EAM, WE 1 一 2 DH DNA [i BBR 

5. 用 小 吸管 尖 小 心地 取出 袋 内 的 溶液 并 置 于 1.5ml 微量 离心 管 中 , 另 外 加 450ml TRE 
缓冲 液 淋 洗 透 析 袋 ,与 原来 的 溶液 合并 。 小 心 不 要 取出 胶 碎 片 。 

6. 现在 每 个 样品 大 约 900w。 在 微量 离心 机 上 离心 15 秒 使 胶 碎 片 沉 淀 。 分 2 次 各 
450 ul 转 到 2 个 1.5ml 微量 离心 管 中 [ 注 释 (3) ]。 

7. 用 SS- 苯酚/ 氯仿 抽 提 DNA, AC Bie DNA(20-1), 或 用 Nensorb 柱 纯化 DNA 
{10-3), 

8. 在 真空 离心 机 中 真空 干燥 沉淀 。 约 需 5 分 钟 。 

9. 每 管 加 25wl TE 缓冲 液 。 合 并 从 一 条 带 来 的 两 部 分 。 


分 本 


10. 为 了 测定 DNA 的 浓度 , 将 几 微 升 样品 与 id 加 样 缓冲 液 混合 进行 微型 胶 电 泳 e 
镜 时 加 已 知 浓度 的 标准 分 子 量 标志 (9-3)。 比较 洗 脱 片段 与 标准 之 间 省 乙 锭 染色 强度 就 
厢 以 大 致 测 出 样品 的 浓度 。 除 了 定量 外 , KPA HAE SE EA REE 
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eH 
11. 当 贮 存在 —20CH FBI REN. RERATEHARALM M13 载体 或 做 
缺口 翻译 [注释 (4) Jo 


注释 
(1) 电 洗 脱 可 在 4% 进行 避免 样品 发 热 。 
(2) AH DNA 能 被 证 乙 锭 染色 ,能 用 紫外 光源 来 看 有 DNA 的 胶 。 BEBUNIRYE DNA Fr BRAUN 
决定 ;大 的 DNA 片 展 所 需 时 间 较 小 片 外 长 。 省 乙 锭 能 从 透析 袋 中 扩散 出 来 ,但 DNA 则 留 在 袋 内 。 
(3) 如 果 预 期 每 管 DNA 产量 小 于 5ug3 则 可 加 Inl t0mg/ml 酵母 5RNA 载体 以 减少 丢失 。 
(4) 如 果 在 以 后 的 操作 中 片 奶 走 不 好 ,与 胶 有 关 的 杂质 可 用 Nensorb 或 Elutip 方法 除去 (10-3)。 


9-4 DNA 限制 性 片段 的 聚 丙烯 酰 胶 凝 胶 电 泳 、 


ag 

ARE FE 4} BG) DNA FF BEC; 50—2 000bp)， UES ELK EE HUH, BELL BRAY 
PAW CMI KES bMS ev) BRAG RE 酶 切 图 谱 分 析 很 有 用 。 通 过 胶 纯化 和 以 后 
的 电 洗 脱 (9-3) 也 可 制备 这 些小 的 DNA 片 。 用 这 种 方法 制备 的 片 眉 能 很 好 地 用 于 以 后 
的 连接 反应 或 缺口 翻译 (7-1)。 
实验 所 需 时 间 2g 

4 小 时 


FARA ERC) 


电泳 电源 
aE BE al BEA 
BERK 
Pea te MI tt . 
试剂 
10 多 丙烯 酰胺 溶液 
95g 丙烯 酰胺 [注释 (2)](BioRad) 
Sg 双 丙 烯 酰胺 [注释 (3 )](《BioRsd) 
加 水 到 1L 
加 热 到 50°C 搅拌 使 之 溶解 ; 避 光 贮存 于 49c 
20 X 了 BB 线 冲 液 ( 室 温 贮存 ) 
10%(w/v) 过 硫酸 锐 (BioRad) ,每 周 新 鲜 配制 并 贮存 于 4°C 
TEMEDCAN,N,N ,N“ -四 甲 基 乙 二 胺 ), 贮 存 于 4 
丙烯 酰胺 凝 胶 加 样 缓冲 液 
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50% 甘油 
1 x TBE 
0.5% 溴 酚 蓝 
0.5 SPREE 
溴 乙 锭 ,10ng/ ml 
方法 
实验 准备 
制备 供 分 析 的 DNA 样品 。 例 如 ，, 样品 可 以 是 RE 消化 的 1 吧 菌 体 或 在 质粒 载体 中 区 
BER) DNA (5-4) , a Eco RI 切割 的 准备 按 分 子 大 小 划分 的 cDNA 插入 物 414-2)o 样 : 
品 体积 应 该 在 10—100 nl 之 间 。 
制备 标准 分 子 量 DNA。 对 于 典型 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 , 用 Eco RI A] Hin fl fi Sug 
pBR322 有 裂 解 成 二 系列 很 好 的 标准 (998、634 .517,506,396,344, 298, 221, 220、154 Ar 
75bp)。 为 了 得 到 较 大 的 片段 ， 可 以 加 入 用 5pg Hind Ill 切割 的 cl 857 DNA (23.1,9.4, 
6.6 ,4.4,2.3,2.0,0.56 和 0.12kb)。 
制 凝 胶 前 装 好 平板 和 垫 片 , 涂 薄 薄 一 层 凡 士 林 或 真空 油脂 封 热 片 使 之 不 漏水 另 一 
种 方法 是 熔化 1 多 琼脂 糖 ,用 注射 器 沿 垫 片 注 人 。 夹 住 垫 片 以 保持 平板 的 位 置 。 
必要 时 ;可 以 测量 一 下 胶 板 与 热 片 之 间 空 用 的 体积 ,证 实 空 腔 是 不 漏水 的 。， 
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1. 制备 适量 凝 胶 , 使 之 略 多 于 胶 板 间 空 腔 体 积 。 
100ml 5% 胶 : 
10 罗 丙烯 酰胺 溶 该 50ml 
水 44ml 
20 X TBE 5ml 
轻 轻 搅拌 使 之 混合 。 


2. 在 将 胶 混 合 液 加 入 空 腔 前 ， 加 lml110 多 过 硫酸 铵 和 75ul TEMED, FA 50ml BA 
针头 的 注射 器 轻 轻 混合 ,加 入 空 腔 内 ,完全 注 满 。 

3. 立即 将 样品 槽 成 型 杭 插 人 腔 顶 并 夹 紧 , 这 样 形成 加 样 槽 。 

4. 待 胶 聚 合 (15 分 钟 至 1 小 时 )。 

5. 聚 合 后 ,除去 底部 热 片 和 梳子 ,将 胶 固定 在 电泳 装置 上 。 

6. 上 下 槽 注入 1 x TBE 缓冲 液 , 渡 过 上 面 的 加 样 孔 赶 掉 下 槽 中 胶 底 部 的 所 有 气泡 。 

7. 测量 一 下 要 加 入 的 样品 体积 ,加 1/5 体积 的 加 样 缓冲 液 [ 注 释 (4J]4 

8. 用 玻璃 微量 吸管 小 心 加 入 配 在 加 样 缓冲 液 中 的 样品 ,使 样品 在 孔 底 成 二 层 4 

9. 每 厘米 胶 用 2 一 10V 电压 电泳 。 电泳 时 间 要 足够 长 ， 使 样品 中 感 兴 趣 的 片段 能 分 
开 。 作 为 指示 ,在 5% 胶 中 省 酚 蓝 染料 前 沿 与 约 50bp 的 DNA 片段 一 起 移动 ) 而 三 甲苯 
蓝 染料 前 沿 与 400bp 片段 二 起 走 。 

10. 关 掉 电泳 电源 ,将 胶 从 电泳 槽 中 取出 。 

11. 分 开 2 ER, 胶 粘 在 其 中 一 块 平板 上 。 如果 标 同位 素 (步骤 ;12) 可 用 放射 自 显 最 
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方法 检测 分 离 的 DNA ,或 用 省 乙 锭 染色 法 (步骤 13)。 

12. 放射 自 显 影 可 在 ` 温 胶 进行 ,将 胶 用 清洁 的 塑料 膜 包 右 ,并 与 XAR-5 胶片 一 起 放 
在 匣 中 。 另 一 种 方法 是 将 胶 转 到 -Whatman 3MM 滤纸 上 ，, 盖 以 清洁 的 塑料 膜 。 进 行 放射 
自 显 影 ,或 在 干 胶 机 上 干燥 后 再 进行 放射 自 显影 (20-5)。 

13. 用 误 乙 锭 染色 时 ,对 仍然 粘 在 平板 上 的 胶 ， 小 心地 在 胶 面 上 加 .50 一 100ml 省 乙 锭 
溶液 410wg/ml) ,使 省 乙 锭 扩散 到 胶 中 , 染 DNA I 分 钟 。 轻 轻 地 用 水 从 胶 面 上 洗 去 过 量 
染 液 , 盖 以 清洁 的 塑料 膜 , 在 紫外 灯 下 看 DNA (塑料 膜 对 着 紫外 光源 ， 因 为 玻璃 会 吸收 紧 
外 线 )。 现在 可 以 对 胶 进 行 照相 (20-4)。 

14. 用 新 的 安全 剃刀 从 胶 上 切 下 已 确定 的 片段 〈 步 又 12 或 13)， 并 通过 电 洗 脱 回收 
(9-3)o 


注释 


(1) 这 些 器 材 有 多 种 商品 供应 ,或 根据 设计 在 玻 玉 和 塑料 商店 里 割 成 所 需要 的 大 小 。 
(2) 戴 手 套 , 小 心 不 要 吸入 或 接触 未 聚合 的 聚 丙烯 酰胺 ,这 种 化 合 物 是 一 种 神经 毒物 。 
(3) 如 果 需 要 ，Bacacrylamide (BioRad ) 可 以 代替 双 丙 烯 酰胺 。 

(4) 这 个 溶液 将 有 助 于 样品 沉 到 和 孔 底部 。 当 料 可 以 监测 电泳 的 进程 。 


参考 文献 
Hansen, J.N., Anal. Biochem. 116:146, 1981. 


( 沈 倍 奋 译 “” 姚 志 建 校 ) 
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10 DNA 的 纯化 


10-1 DNA 的 精 胺 纯化 法 


提要 

本 法 叙述 了 一 个 快速 、 可 重复 的 从 低 盐水 溶性 缓冲 液 ( 即 TE 或 TBE) 中 沉淀 DNA 
的 方法 。 在 DNA 浓度 低 时 (0.1wg/mi) 很 好 用 ,并 能 用 于 将 DNA 从 各 种 杂质 ， 如 游离 的 
核 音 酸 和 和 蛋白质 中 分 离 出 来 。 为 了 达到 最 适 回收 ,被 沉淀 的 DNA HRBZMMB 100bp, 
精 胺 结合 到 DNA 上 并 压缩 它 的 结构 ,使 之 在 溶液 中 发 生 沉 定 。 必 要 时 ,在 本 法 中 的 最 后 
面 一 步 令 述 了 如 何 除去 与 DNA HAWK 


实验 所 需 时 间 
1 一 2 小 时 
试剂 
精 胺 ,100mmol/ 原液 (Sigma) 


HS Ap 

含 0.5mol/L NaCl py TE 缓冲 液 
抽 提 缓冲 液 

75 % Ce 

0.3mol/L 醋酸 钠 

10mmol/L RE 


方法 
实验 准备 


被 纯化 的 DNA 应 以 0.1 一 100 wg/ml 的 浓度 存在 于 低 盐 或 无 盐 溶 液 中 《〈 盐 浓度 必须 
低 于 或 等 于 0.1mol/ 工 )。Mg“ 超过 10mmol/ 工 或 EDTA 超过 1mmol/L, 精 胺 沉淀 被 抑 
制 。 再 加 入 精 胺 可 以 克服 这 种 抑制 ( 见 下 文 )。 


榜 胺 处 理 
1. 在 DNA Fan PIA RRR. FREER ERE ZAM BW RARE 
DNA 缓冲 液 | 最 终 精 胺 浓度 (mmol/L) (ERC)I 
RTP RCP, TE) 0.1 
0.1mol/L KCl 20 
0.01mol/L KCl,4 6mmol/L MgCl, 10mmol/L EDTA 1.0 
0.i1mo!/L KC1,4 10mmol/L MgCl,a% 15mmol/L EDTA 10.0 


ea 72 。 


2. 冰 浴 至 少 15 分 钟 。 

3. 在 微量 离心 机 中 ，4sC 离心 10 分 钟 或 在 冷冻 离心 机 中 4° 12000 X g 离心 15 分 
钙 。 

4. 弃 去 上 清 液 [注释 (2) Jo 

5. 对 于 类 规模 DNA 制备 来 说 (超过 10 ug DNA; 进入 步 又 6) 沉淀 溶 于 500w1HS 组 
at te NHL SH BLS 25 el 抽 提 缓冲 液 (进入 步骤 7) 0 


Hye 4a He (2 种 方法 ) 

6. 大 规模 抽 提 :， 将 溶解 的 沉淀 放 人 透析 弘 中 [注释 (3)]e 对 100 倍 体积 的 HS Zh 
HEE HT 24 小 时 ( 换 液 2 次 )。 将 DNA sk Les Yip ed cca eka aA: 或 用 
乙醇 沉淀 DNA(20-1)。 

7. 小 规模 制备 :用 抽 提 缓冲 液 溶 解 沉淀 。 冰 浴 工 小 时 。 冰 浴 期 间 振 摇 2 次 。 4°C 微 
量 离心 机 离心 10 分 钟 。 弃 去 上 清 液 , 沉 淀 溶 于 所 需 缓冲 液 。 


注释 


(1) 用 最 有 效 的 沉淀 DNA 的 精 胺 浓度 。 对 于 在 TE 缓冲 液 中 的 DNA 样品 ,我 们 推荐 用 0.1mmol/L 
精 胺 。 

二 (22 如 果 需 要 ,在 这 一 步 用 80% 乙醇 洗 沉淀。 

(3) 透析 袋 的 准备 见 9-3。 


参考 文献 


Gosule, L.C., and Schellman, J. A., J. Mol.Biol. 121:311, 1978. 
Hoopes, B.C., and McClure, W.R., Nucleic Acids Res. 9:5493, 1981. 
Widom, J., and Baldwin, R.L., J. Mol. Biol. 144:431, 1980. 


10-2 DNA BY IK A it DELI 
提要 


这 是 电 洗 脱 以 外 的 另 一 种 从 琼脂 糖 凝 胶片 上 纯化 DNA HEAT. 凝 胶 溶解 在 
Nal 中 ,DNA 特异 性 地 结合 到 玻璃 份 上 。 洗 涤 结 合 的 BNA 以 除去 杂质 ,然后 以 低 盐 缓冲 
液 从 玻璃 上 洗 脱 下 来 。 本 法 不 适用 于 硼酸 缓冲 液 制 备 的 琼脂 糖 凝 胶 或 丙烯 酰胺 凝 胶 ( 凝 
胶片 不 溶解 )。 这 种 方法 同样 可 用 于 纯化 在 溶液 中 的 DNA， 例 如 用 于 顺序 分 析 的 M13 
DNA 制备 物 (16-7)。 
实验 所 顺 时 间 


溶液 制备 后 4 一 5 小 时 
试剂 


预先 洗涤 325 目 粉 状 料 石 玻璃 [注释 17]o 
TE 7 im 
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BU PE HK 
90.82 碘 化 钠 
1.5g 亚硫酸钠 
用 水 调 到 100ml 
经 Whatman | 号 滤纸 或 0.45pm 滤 膜 过 滤 , 加 0.5g 亚硫酸钠 到 饱和 。 如 光 ( 盖 锡 稍 》 
4°C 保存 
CBP PE Ht 
50ml 乙醇 ,内 含 : 
20mmol/L Tris, pH7.4 
Immol/L EDTA 


( 0.1mol/L NaCl 
—20C 保存 
3mol/L & & A, pH7.4 ' np. i} 
乙醇 
方法 
实验 准备 


切 胶 前 先 照 相 。 用 新 的 保安 刀片 从 琼脂 糖 凝 胶 上 切 下 所 需 条 带 (用 放射 性 物质 或 次 
乙 锭 显示 )。 整 个 操作 均 须 戴 手 套 。 

从 股 上 洗 脱 必 、 

1. 将 含 所 需 DNA 片 自 的 琼脂 糖 胶 放 在 碘 化 钠 溶液 中 ,2ml/g 胶 。 溶液 在 37°C 保温 
1 小 时 , 避 光 保存 [注释 (2) ]。 

2. 将 玻璃 粉 用 水 稀释 成 50% 浆 (v/v)。 

3. 当 所 有 的 琼脂 糖 完全 溶解 时 , 振 摇 政 璃 浆 直 至 所 有 的 粉 状 物 悬 音 。 对 每 微克 DNA 
加 3 局 浆 到 溶解 的 凝 胶 液 中 。 冰 浴 至 少 90 分 钟 [注释 (3)]。 

4. 在 微量 离心 机 中 离心 1 分 钟 。 弃 去 上 清 液 。4"C 用 500wl 碘 化 钠 溶 液 洗 沉淀 。 微 - 
量 离 心机 离心 1 分 钟 , 弃 去 上 清流 。 EA” 

5. 4°C 加 500 pl 乙醇 洗涤 液 。 离 心 1 分 钟 , 弃 去 上 清流 。 乙 醇 重复 洗 2 次。 

从 玻璃 粉 洗 脱 

6. 加 25 al TE 缓冲 液 到 玻璃 沉淀 中 。37%C 保温 30 分 钟 | 

7. 置 微量 离心 机 离心 1 分钟。 液体 转移 到 新 的 离心 管 。 现在 可 直接 使 用 样品 (下 接 
步骤 10) 或 乙醇 沉淀 (下 接 步骤 8)。 

料 品 柚 提 

8. 加 31 3mol/L 醋酸 钠 ,混合 。 加 75 el CBM. FURIE 10 分 钟 。 

9.490 离心 10 分 钟 。 弃 去 上 清 液 。 沉 淀 深 解 在 TE 缓 冲 液 中 。 

10. 用 0. D. 测 量 法 \20-3)， 或 在 胶 上 比较 溃 乙 狂 染 色 (9-3 步 又 10) 测 DNA 含量 。 
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11. —20° 贮存 样品 。 


注释 


(1) 玻璃 粉 有 商品 出 售 (IBI) ,也 可 从 其 它 供 应 者 那里 得 到 。 实 验 室 同样 能 制备 。 但 这 是 一 个 危险 
的 操作 , 故 要 非常 小 心地 进行 。 详 细 见 参考 文献 。 

BR: 在 500ml 玻璃 烧杯 中 悬浮 250ml 325 目的 粉 状 玻璃 《Eagle Ceramics) 于 200ml 水 中 。 Hit 
拌 工 小 时 ,让 杯子 放 1 小 时 使 大 粒 下 沉 , 上 清 液 转 到 50ml 管子 中 ,5 000 x 8 离心 1 分钟 .在 玻璃 烧杯 中 ， 
用 150ml 水 中 重新 悬浮 沉淀 。 加 1/2 体积 浓 硝 酸 。 在 通风 栖 中 加 热 至 接近 沸腾 。 必 须 非常 小 心 ， 避 免 
砸 到 皮肤 和 衣服 。 让 混合 物 冷 却 。5 000xg 离心 10 分 钟 ， 收 集 酸 处 理 的 玻璃 粉 。 用 水 洗涤 直至 混合 
pH 为 7.0( 用 pH 试纸 试 ,大 约 换 4 次 水 )o。 在 水 中 以 5092 的 浆 保 存 。 

(2) 在 硼酸 缓冲 液 ; 如 TBE 缓冲 波 中 走 的 胶 不 能 用 ,因为 胶片 不 完全 溶解 。 

(3) 对 于 每 一 种 玻璃 制品 来 说 ,结合 一 定量 DNA 所 需 的 玻璃 浆 的 确切 量 可 能 需要 调节 。 用 过 量 
的 玻璃 并 不 好 。 


参考 文献 


Vogelstein, B., and Gillespie, D.. Proc. Nari. Acad.Sct.. USA 76:615, 1979, 


10-3. 提纯 DNA 的 其 它 方法 


提要 


本 法 用 2 个 商品 层 析 柱 从 杂质 中 纯化 DNA, 所 和 叙述 的 Nensorb (Du Pont/NEN) 
和 Elutip (Schleicher 和 Schuell) 都 很 好 用 。 制备 得 不 好 的 :DNA 片段 通常 能 通过 这 
些 纯化 步骤 得 以 改善 。 此 外 ， 用 这 些 技术 可 将 放射 性 标记 的 三 磷酸 盐 从 较 大 的 DNA 片 
EREKHB HR | | 


实验 所 需 时 间 


试剂 
用 于 Nensorb 
Nensorb 柱 (Du Pont/NEN) 
HPLC 规格 的 无 水 甲醇 
洗涤 液 A 
0.lmol/L Tris, pH7.4 
如 果 用 的 样品 不 是 合成 的 寡 核 昔 酸 则 加 10mmol/L 三 乙 胺 和 lmmol/L EDTA 
Be ftw B 
20% CBE 7K IA RL IEREC) ] 
2 个 注射 器 (6ml) 
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用 于 Elutip 


Elutip 柱 〈Schleicher 和 Schuell) 
2 个 注射 器 (6ml) 
0.45 wm 醋酸 纤维 滤 膜 ，Elutip 预 滤器 (Schleicher 和 . Schuell NA010/27) 
低 盐 缓 冲 该 

0.2mo!/L NaCl 

20mmo!l/L Tris, pH7.4 

Immeol/L EDTA 
Fea ah PIR 

lmol/L NaCl 

20mmo!/L Tris, pH7.4 

Immol/L EDTA 
TE A iz 


Le | RE 


方法 
实验 准备 
准备 好 待 纯 化 的 DNA 样品 。 


Nensorb 方法 
1. 按 包装 内 的 说 明 装 柱 。 


2. 用 6ml 无 水 甲醇 洗 柱 , 以 注射 器 轻 轻 加 压 [ 注 释 (2) ]。 然 后 用 6ml 溶液 人 洗涤。 

3. 样品 在 0.5ml 溶液 A 中 加 到 柱 上 [注释 (3)]。 另 外 用 1.5ml 溶 液 A 洗 往 。 

4. 用 0.5ml 溶液 3 洗 脱 DNA, 收 集 柱 上 流出 的 第 一 个 0.5ml( 大 约 11 Holt DNA 
应 在 这 一 部 分 [注释 (4)]。 

5. 真空 离心 干燥 样品 。 

6. 悬浮 在 所 选择 的 缓冲 液 中 。 弃 去 Nensorb 柱 。 


Elutip 方法 


进行 实验 前 ,和 欲 纯 化 的 DNA 必须 置 于 低 盐 缓冲 液 中 (例如 低 于 0.2mol/LNacCl)。 样 
蛇 范 围 10ng 一 100wg ,片段 长 度 小 于 5kb。 

1. 在 6ml 注射 器 中 装 3ml 高 盐 缓冲 液 ,将 柱子 接 到 注射 器 未 端 , 轻 轻 加 压 使 缓冲 液 流 
过 柱子 。 不 要 回 抽 活 塞 , 否则 将 使 装填 的 树脂 断裂 。 

2. 在 第 二 不 注射 器 中 吸 估 5ml 低 盐 缓冲 液 , 接 到 柱子 上 ,如 上 所 述 使 缓冲 滚 通过 柱 。 

3. DNA 样品 吸 和 人 低 盐 注射 器 。 注 射 器 上 附着 0.45 pm 栈 酸 纤维 膜 ， 将 柱子 装 到 膜 的 
另 一 端 ,样品 慢 慢 滴 人 膜 和 柱子 [注释 (5) ]。 

4. 拔 下 注射 器 装 人 3ml 低 盐 缓冲 液 ,再 放 上 膜 , 接 到 柱 上 , 用 此 溶液 洗 膜 。 
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二 


ns 


5. 在 注射 器 中 放 人 400ml 高 盐 缓 冲 液 。 直 接 接 到 柱 上 ( 即 不 加 滤 膜 ), 慢 慢 压 人 柱 内 y 
在 1.5ml 微量 离心 管 中 收 集 洗 脱 的 DNA。 

6. 加 lml 乙 醇 沉 淀 DNA (如 果 DNA 浓度 很 低 , 用 酵母 tRNA 作 载 体 )。 在 干冰 中 冻 
10 分 钟 , 4%c 微量 离心 机 土 离心 10 分 钟 , 于” ¥. | ik 

7. 在 所 选择 的 缓冲 液 中 悬 译 DNA 沉淀 [注释 (6) ]。 


注释 

C1) 可 用 于 从 柱 上 洗 脱 样品 的 其 它 溶剂 : 70% 正 丁 醇 或 50% 甲醇 。 注意 : 用 正 丁 醇 抽 提 的 样品 , 
不 得 留 下 微量 溶剂 。 

(2) 加 压 于 注射 器 可 能 引起 样品 损失 ; 每 步 操作 间 不 要 让 树脂 变 二 

(3) 对 于 Nensorb-20 柱 。 推 荐 的 DNA 最 大 量 为 20ug。 

(4) Nensorb 柱 纯化 DNA 很 快 ,而 且 不 留 下 任何 盐 。 使 用 后 弃 去 柱 。 

(5) 注射 器 加 压 可 能 引起 样品 损失 。 

(6) 能 用 水 .TE 缓冲 液 .TBE 缓冲 液 等 。 
CREE MSY 
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第 11 章 ，” 真 核 细胞 RNA 的 制备 和 分 析 


11-1 BRAM BIE ASR RNA 
EE 


即使 在 内 源 性 RNA 酶 水 平 高 的 情况 下 ,本 法 也 是 一 个 通用 和 有 效 的 * 从 大 部 分 组 织 
和 培养 细胞 中 抽 提 完整 RNA 的 方法 。 用 组 织 匀 浆 器 (Polytron) 使 细胞 在 异 硫 氰 酸 股 中 
裂解 。 裂解 液 铺 到 CsCl 梯度 液 上 ， 在 超 离心 机 中 离心 。 蛋白 质 留 在 水 盗 性 且 基 部 分 ， 
DNA 区 带 在 CsCl 中 , RNA 沉淀 在 管 底 (橡胶 状 物 的 沉淀 )。 重 新 溶解 沉淀 回收 RNA, 如 
果 梯 度 的 容量 未 超载 ，RNA 的 回收 一 般 是 好 的 。 本 法 能 用 于 从 组 织 中 分 离 RNA( 下 列 
步骤 1 一 13》; 或 从 细胞 中 分 离 RNA 和 DNA (步骤 14 开始 )。 


SRM waa el 


第 1 天 : 制备 组 织 并 开始 梯度 离心 ,1 小 时 
第 2 天 : 纯化 RNA，3 小 时 


BREE 


超 离 心机 和 有 相应 离心 管 的 转 头 (Beckman SW41, #1 SW55 或 Du Pont/Sorvall 
TH641 #0 TH655) Polytron 或 其 它 类 型 的 组 织 勾 浆 器 
试剂 
0.3mol/L 栈 酸 钠 ,pH6( 高 压 灭 菌 ) 
3mol/L 醋酸 钠 ,pH6 
tRNA 10mgy/ml 
GIT 缓冲 液 ( 配 制 200ml) 
94.53g Feit AAU (GIT) GR ARE 4mol/L) 
1.67m!13mol/L 醋酸 钠 ,pH6 
体积 补 到 200m] 
We KA (0.22 um 滤 膜 ) 
加 1.67m]l 8-3 3 CBS CE is at P Jn) 
‘CsCl 缓冲 液 ( 配 制 100ml) 
95.97g CsCl( 最 终 浓度 5.7mol/L) 
0.83ml 3mol/L 醋酸 钠 ,pHB6 
体积 加 到 100ml 
Wk KA C0.22 um 滤 膜 ) 


° 78 « 


无 水 乙醇 和 80% 乙醇 

26 5 7k f# HSK (BM) 

PK 缓冲 液 
150mmol /L NaCl 
10mmol/L Tris, pH7.4 
10mmol/L EDTA 
0.4% SDS 


SS- Rat 

氯仿 
RE 

培养 细胞 

1. 约 5 X 10? 细 胞 置 于 10ml 有 盖 聚 丙烯 管 中 [ 注 释 (1),(2) BORER. Be 
MABE 4ml GIT 缓冲 被 中 (步骤 4). 

小 鼠 脏 器 


2. 处 死 小 鼠 。 如 果 需 要 的 话 , 用 水 冲 掉 血 液 。 用 酒精 擦 腹部 ,打开 腹腔 ， 取 出 所 要 的 
员 器 。 下 面 列 出 的 是 一 些 组 织 的 例子 ,它们 都 易于 解剖 和 使 用 。 每 个 组 织 要 吸 去 血 , 分 别 
直接 放 人 管 中 以 进行 步骤 3 的 操作 或 置 于 液 氮 中 备用 [注释 (3) ]。 每 个 器 官 分 别 加 到 10ml 
有 有 盖 聚 丙烯 管 中 [注释 (4) I. 


较 大 的 器 官 〈 每 个 用 0.5 一 1.0g) 小 器 官 【 每 个 用 0.25- 一 0.5g) 
a. fe g- BR 
b. & h. 2h 
c. 腹腔 平滑 肌 i. 骨骼 肌 
d. iF j- 胸腺 
c. 唾液 腺 k. 心脏 
f. 脑 1。 肺 


3. 加 和 冰冷 的 .GIT 缓冲 液 : a 一 上 每 管 加 4ml; g 一 1 每 管 加 2ml。 

4. 每 管 在 冰 洽 里 的 Polytron 中 以 中 等 速度 匀 浆 15 秒 ( 这 一 步 是 恒定 的 )。 冬 品 与 样 
' 吕 间 要 用 大 体积 水 仔细 洗 Polytron( Pil go 1L 的 瓶 竺 2 次 ), 然 后 用 GIT 缓冲 该 淋 洗 (在 
.15ml 有 盖 管 中 )[ 注 释 (5)]， 以 避免 样品 的 交叉 污染 。 如 果 不 能 马上 离心 ,这 一 步 样 品 可 
志保 存在 一 70"c。 

5. 在 超 离心 管 中 加 : 

a. 对 样品 a—f 或 培养 的 细胞 ;在 约 10ml 的 管 中 加 4ml CsCl 缓冲 液 ; 然后 在 顶 上 小 

ut Fe EAM Ye EASE GLC lao Beckman SW41 或 Sorvall TH641) 

b. 对 样品 g 一 1: 在 约 Sml 管 中 加 入 1.7ml CsCl BIR; HERMAN Clg 
Beckman SW55 或 Sorvall TH655) 

6. GIT 缓冲 疲 加 到 每 个 管子 的 顶部 以 防止 离心 过 程 中 离心 管 的 破裂 。SW55 转子 
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35 000rpm(179 000 X g) 或 SW41 4854 32 000rpm(174 000 Xg),20C RH Dit 21 小 时 )c. 
为 了 使 得 量 恒定 ,离心 时 间 要 一 致 ， 并且 离心 温度 不 低 于 20°C, Ail] CsCl 在 梯度 中 可 能 
沉淀 。 

7. FR PADD EARLIER) ]， 用 吸管 吸出 最 后 200 一 400mic 不 得 使 吸管 尖 碰 到 
管 底 。 沿 管 壁 拭 抹 除去 残留 的 缓冲 液 , 不 得 措 乱 沉淀 8。 底部 证 清 的 胶 状 的 沉 证 是 RNA 
样品 [注释 (7)]。 

8. 在 200m 0.3mol/L ARH pH6 中 通过 振荡 或 反复 抽 吸 悬浮 沉淀 。 转 到 1.5ml 微 
量 离心 管 中 。 另 外 用 100 由 0.3mmol/L 柄 酸 钠 淋 洗 管子 并 加 到 微量 离心 管 中 s 

进行 步骤 10 ,除非 RNA 制品 在 这 一 步 被 污染 ( 即 成 团 或 变色 )。 样品 可 进一步 纯 
化 : 加 SS-EBMAGE 300wl。 振 荡 混 合 。 在 敏 量 离心 机 中 离心 1 分 钟 使 相 分 离 。-. 取 
出 上 层 水 相 加 到 新 管 中 。 

10. 加 750ml GR. FIRE 10 分 钟 。 

11. 微 量 离 心机 中 离心 10 分 钟 。 弃 去 上 清 液 。 加 300u] 80% 乙醇 ,混合 。 4C 微量 
离心 机 上 离心 2 分 钟 , 弃 去 上 清 。 真 空 离心 干燥 沉淀 。 对 a 一 基 管 每 份 帝 淀 悬 浮 在 200ml. 
水 中 ,对 g 一 1 管 悬浮 在 100ml 水 中 [注释 (8)]。 

12. 通过 260nm 测 0.D. 定 RNA 的 量 (20-3)。 

13. 样品 贮存 在 一 70?C ,至 少 可 稳定 几 个 月 [注释 (9) 10 


DNA 和 RNA 回收 


14. 约 5 X 10’ 培养 细胞 悬浮 在 培养 液 中 , 置 到 丙 烯 管 中 [ 注 释 (10)]s800 X gg 离心 5 
分 钟 ， 弃 去 上 清流 ,通过 摇动 或 振荡 将 细胞 悬浮 在 4 一 8mlGIT 缓冲 液 中 。GIT 缓冲 液 将 
溶解 细胞 ,释放 核酸 并 增加 溶液 的 粘度 。 

15. 将 在 GIT 缓冲 液 中 深 介 的 细胞 放 到 在 Beckman SW41 或 Sorvall TH641 管 中 
的 4ml CsCl 缓冲 液 上 。 用 GIT 缓冲 液 将 管子 充满 。 

16. 20°C 32 000 rpm(174 000 X g) 离 心 过 夜 。 

17. 小 心 除去 管子 上 部 2/3 的 GIT 溶液 。 用 大 孔 吸 管 在 管子 下 部 1/3(4ml) 含 DNA 
的 地 方 除去 CsCl 缓冲 液 ， 不 要 扰乱 管 底 的 RNA 沉淀 。 粘度 增加 显示 了 CsCl 溶液 中 
DNA 的 存在 。 管 底 澄 清 的 胶 状 沉淀 是 总 RNA。 按 步骤 8 一 13 处 理 RNA 沉淀 。 

18. 将 含 DNA AY CsCl 溶液 放 人 50ml RA AH, MM 1lml 水, 加 30ml CRT 
petite 轻 轻 倒置 混 匀 。 在 室温 中 DNA 应 该 立即 沉淀 ,粘性 的 白色 DNA ibe wl LA ate 

管 尖 上 被 回收 ,并 将 它 转 到 新 的 50ml 聚 丙烯 管 中 。 

19. 用 10ml 80% 乙醇 洗 DNA 沉淀 。 通过 缠绕 或 在 室温 3 000 X g 离心 回收 DNA 
沉淀 。 弃 去 上 清 液 。 空 气 干燥 DNA 沉淀 ,但 不 要 完全 干 。 

20. 在 10ml PK 缓冲 液 中 重新 悬 序 DNA 沉淀 。 如 果 沉 淀 多 ,这 一 步 可 能 需要 在 37%C 
轻 轻 振 摇 几 小 时 。 

21. 加 10mg ABS K 65°C 保温 15 分 钟 。 

22. 37%C 轻 轻 摇 过 夜 。 

23. 加 5ml 氯仿 和 5ml SS- 茶 酚 。 轻 轻 倒置 混合 ， 在 30ml 酸 洗 过 的 Corex Fp 
12000 X g 离心 10 分 钟 使 二 相 分 离 。 
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eT a 
2. # CsCl RA EME 


ee  . 
3. BAL 


mh 


AR 


4. REA 


5. 除去 了 NA 
6. 沉淀 RNA 
7. 溶解 在 水 中 
a: eM AT HELE BS 
“poly A°-RNA (mRNA) 4 
RNA 
”1 制备 cRNA 
MAcDNA 文库 中 选择 
AEREGK 
.1 sme 


RNAHK AG  SIPRMMRE 蛋白 质 电泳 免疫 沉 演 


图 11,1 RNA 的 制备 。 组 织 置 异 硫 氰 酸 肛 (GIT) 中 匀 浆 , 匀 浆 液 在 “CsC1 梯度 离心 分 离 。 
纯化 后 ,得 到 的 RNA 有 多 种 用 途 , 如 图 所 示 。 

24. 取 上 层 水 相 加 到 新 管 中 , 重复 步骤 23。 

25. 取 上 层 水 相 到 新 管 , 加 10ml 氯仿 。 轻 轻 倒置 混合 ,在 一 个 酸 洗 过 的 Cortex 管 中 
12000 X g 离心 10 分 钟 使 二 相 分 离 。 

26. 取 上 层 水 相 加 到 一 个 清洁 的 酸 洗 过 的 30ml Corex 管 中 , 加 lml 3mol/L BRR, 
加 20ml 乙醇 。 冰 浴 20 DHE DNA TREK. 

27.4% 12 000 X g 离心 10 分 钟 回 收 DNA 沉淀 , 弃 去 上 清 液 。 

28. 用 5ml 80% 乙醇 洗 沉 淀 。 

29. 按 步骤 27 回收 DNA 沉淀 。 

30. 从 沉淀 中 蒸发 掉 Z, 醇 ,但 不 要 完全 干燥 。 
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31. DNA 沉淀 重新 悬浮 在 TE 缓冲 液 中 。 大 量 DNA 可 能 需要 几 小 时 才 完 全 溶解 。 

32. 在 260nm 处 测 0.D. 定 DNA 浓 度 (20-3)。 

33. DNA 可 以 贮存 在 4°C 无 菌 容器 中 ， 准 备 作 RE 4166-4) Southern 印迹 分 析 - 
《5-6)。 为 了 长 期 贮存 基因 组 DNA MAPA MIRNA Se 


注释 


C1) 小 鼠 组 织 或 大 约 10° 细胞 沉淀 都 能 用 。 也 能 用 另 一 些 物 种 的 器 官 , 但 组 织 大 小 保持 一 致 ， 如 所 
指出 的 那样 。 每 根 11ml 的 管子 组 织 在 18 以下， 或 5ml 的 管子 0.5g 以 下 ,否则 由 于 梯度 的 过 载 RNA. 
产量 将 下 降 。 

(2) 尽 可 能 用 一 次 性 的 消毒 的 塑料 物品 和 高 压 过 的 咨 液 避免 污染 。 对 离心 管 和 另 一 些 玻 璃 物品 高; 
压 灭 菌 。 整 个 操作 要 戴 手 套 。 

(3) 见 注释 (1)。 

(4) 见 注 释 (2)。 

(5) 最 好 接着 进行 步骤 5, 但 样品 能 在 这 一 步 冻 存 于 一 70Y。 

(6) 见 注释 (2)。 

(7) RNA 沉淀 可 能 是 看 不 见 的 或 澄清 的 ,但 总 是 有 的 。 如 果 沉 淀 是 大 的 白色 的 颗粒 ， 可 能 由 于 离 
心 温度 低 于 14%C 而 使 CsCl 沉淀 出 来 ,或 由 于 离心 速度 过 高 ,这 是 危险 的 。 试 试 在 乙醇 中 反复 沉淀 或 
By REF CsCl 和 回收 RNA, 

(8) 这 一 步 要 保证 水 是 双 蒸 的 、 高 压 灭 菌 的 和 高 纯 的 。 

(9) 为 了 安全 地 长 期 贮存 ,再 用 乙醇 沉淀 ,离心 .沉淀 在 乙醇 中 贮存 于 —70, 

(10) 见 注释 (2)e 


参考 文献 


Chirgwin, J. M., Przybyla, A. E., MacDonald, R. J., and Rutter, W., Biochem. 18: 5294。1979。 


11-2 RNA 制备 ， 微量 法 


提要 
et Ke Lea RNA 适用 于 点 印迹 分 析 ， 用 于 对 分 离 的 样品 进 
行 快 速 筛选 。 这 种 RNA 同 样 能 用 于 RNA 印迹 分 析 , 但 异 硫 氰 辟 有 法 (11-1) 所 得 的 了 NA 
质量 较 好 。 
特殊 装置 
Polytron 组 织 匀 浆 器 或 相应 的 用 具 
实验 所 需 时 间 
2 小 时 
试剂 
匀 浆 缓冲 液 
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100ml 3mol/L 醋酸 钠 ，pH6 
20ul 0.5mol/L EDTA 
20ul Vanadyl RH BAW (BRL) 
100u) IFAW C0mg/ml) 
580 ul 水 
FAR ARE 820 ul 

10% SDS 

SS- 葵 酚 

A 

异 成 醇 

乙醇 

TE 缓 冲 液 


方法 
实验 准备 


制备 待 分 离 RNA 的 组 织 [注释 (1)]。 制 备 RNA 要 戴 手套 并 用 高 压 灭 菌 、 酸 洗 过 的 
BONEN, 对 纯化 的 RNA 用 高 压 灭 菌 的 微量 离心 管 和 微量 吸 头 高压 灭 菌 所 有 的 缓冲 
液 ( 如 :TE) ,用 于 溶解 纯化 后 的 RNA (步骤 13)。 


操作 步骤 


1. 将 100mg 新 鲜 组 织 加 到 有 820wl 匀 浆 缓冲 液 的 无 菌 试管 中 。 用 Polytron 以 中 等 
速度 匀 浆 15 秒 [ 注 释 (2)]。 

2. 立即 加 100w 10% SDS。 振 荡 混合 。 

3. 加 lml SS- 茶 酚 。 振 荡 混 合 。 

4. 加 lml Ai: 异 戊 醇 (24: 1)[ 注 释 (3)]。 振 荡 混 合 。 

5.55° C 保温 5 分 钟 。 

6. 冰 浴 放置 5 分 钟 。 

7.5000 X g 离 心 2 分 钟 使 分 相 。 

8. 取 上 层 水 相 到 新 管 中 , 加 lml SS- 茶 酚 和 lml AG: 异 戊 醇 (24:1) 混 合 液 。 振荡 
混合 。 

9.5000 X g 离心 2 分 钟 使 分 相 。 

10. 水 相 以 等 体积 转移 到 2 个 灭 菌 微 量 离心 管 中 ， 加 2.5 体积 无 水 乙醇 到 水 相 中 , 混 
匀 。 干 冰 中 放置 10 分 钟 。 

11.4°C 微量 离心 机 中 离心 10 分 钟 。 

12. 弃 去 上 清 液 。 

13. 沉淀 分 别 悬 浮 在 3al 灭 菌 水 中 ,样品 合并 在 新 的 微量 离心 管 中 。 

14. 通过 测 0.D. WA RNA HE (20-3), 

15. —70°C 贮存 。RNA 稳定 3 一 4 周 。 

16. 样品 现在 能 用 于 点 印迹 步骤 (11-5)。 
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注释 


C1) 任何 组 织 都 能 用 ;在 这 一 步 中 每 管用 100me 组 织 或 107 细胞 。 预 先 吸 去 血液 和 除 掉 结 缔 组 织 。 
(2) 每 次 使 用 前 和 使 用 后 用 大 量 水 洗 组 织 匀 浆 器 避免 交 又 污染 。 当 制备 样品 时 戴 手 套 避 免 污染 。 
(3) 在 通风 橱 中 用 蜡 戊 醇 。 蜡 成 醇 用 来 减低 相间 的 界面 。 


参考 文献 


Lizardi, P. M., Meth. Enzymol. 96: 24, 1983. 
Scherrer, K:, and Darnell, J.. Biochem. Biophys. Res Commun. 7: 486, 1962. 


11-3 CHAT) FARLEY BS R(A)RNA 


提要 

本 法 从 非 多 聚 腺 苷 酸化 的 RNACrRNA 和 雪 NA) 中 纯化 多 聚 腺 昔 酸 化 的 RNA( 天 部 
分 真 核 mRNA)。 因为 在 真 核 细胞 中 mRNA 代表 的 只 是 总 RNA 中 的 一 沙 部 全 ( 百 分 之 
几 )， 这 一 步 有 明显 的 纯化 作用 。 本 法 是 根据 mRNA 3' 未 端 多 聚 (A+) 残 基 与 连接 到 纤 
维 素 柱 上 去 的 寡 (dT) 残 基 间 配对 的 原理 。 非 多 聚 (A+) 片 断 不 能 结合 上 去 并 很 容易 从 柱 
上 洗 下 来 ， 而 结合 上 去 的 多 聚 (At) RNA 要 通过 降低 柱 上 缓冲 液 的 盐 浓 度 而 被 洗 脱 下 
来 。 在 RNA 胶 印迹 试验 和 S1 核 酸 酶 保护 实验 中 ,多 聚 (At) RNA 较 总 RNA A 得 出 更 好 的 
信息 (17-1)。 它 也 是 DNA 文库 构建 的 起 始 物 (14-2)。 


实验 所 需 时 间 
2 小 时 


特殊 装置 


分 光 光 度 计 
试剂 
RCT) AB ACH: Collaborative Research 3 型 或 P-L7 型 ) 
0.imol/L NaOH 含 5smmol/L EDTA 
95% 和 70% 乙醇 
3mol/L 醋酸 钠 ;pH6 ,高 压 灭 菌 
i C42,10mg/ml 
加 样 缓冲 液 A 
4$mmol/L Tris, pH7.4 
Imoi/L NaCl 
Immol/L EDTA 
和 
seth iaiisd 
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20mmoi/L Tris, pH7.4 

0.1mol/L NaCl 

immol/L EDTA 

混合 并 高 压 灭 菌 [ 注 释 (2)], 加 SDS 到 0.1% 
BEAM RK 

10mmol/L Tris, pH7.4 

Immo!/L EDTA 

混合 并 高 压 灭 菌 [注释 (37], 加 SDS 到 0.05% 


方法 
实验 准备 


制备 柱子 : 将 悬浮 在 加 样 缓冲 液 B 中 的 约 0.5ml 寡 (dT)7 纤 维 素 糊 颁 人 一 个 灭 菌 的 一 
次 性 塑料 柱 或 塞 玻 议 棉 的 巴 斯 德 吸 管 中 ( 高 压 灭 菌 )。 最 终 的 典型 福 体积 为 0.25 一 0.5mle 


用 3ml 含 5mmol/L EDTA 的 0.1mol/L NaOH 洗涤 。 然 后 用 水 洗 柱子 直到 度 出 液 的 pH 


小 于 8 (用 pH 试纸 测 )。 用 5ml 加 样 缓冲 液 A 洗 柱 并 平衡 。 
制备 BB- 琼 脂 板 ， 加 0.4g 琼脂 到 40ml TE oA Be 1 分 钟 , 冷 到 60°C 左右 。 加 4 
省 乙 锭 原液 (lmg/m1)。 倾 人 培养 下 ,室温 凝固 。 


制备 样品 


1. 将 RNA 样品 (1 一 10mg) 溶 解 在 5004l 水 中 。 加 热 到 65%C,5 分 钟 。 加 500 nl 预先 
加 热 到 65%c 的 加 样 缓冲 液 。 混 合 。 冷 却 到 室温 , 放 2 分 钟 。 

2. 将 lml 样品 加 到 柱 填 。 收集 流出 液 。 加 热流 出 液 到 65°C, 5 分 钟 。 冷却 到 室温 ， 
2 分 钟 。 

3. 流出 液 重 新 加 到 柱 上 。 用 5ml 加 样 缓冲 液 B 洗 柱 [注释 (4 1 流出 波 售 非 聚 合 (At) 
入 NA ,可 弃 去 。 

4: 加 1.5ml 洗 脱 缓冲 液 ，10 滴 为 一 管 收 集 。 

”5 用 溴 乙 锭 琼脂 平板 试验 鉴定 含 RNA 的 部 分 : 点 2a) 伴 品 到 预先 制备 的 省 乙 锭 琼 

清 板 上 。 等 20 分 钟 , 用 短波 长 的 UV 灯 照 。 与 只 有 缓冲 液 的 对 照相 比 ， 所 有 阳性 样品 显 
示 红 色 荧 光 。 同 时 点 系列 稀释 的 RNA 标准 以 估计 样品 中 RNA 浓度 。 


Be AL Fo dk Ya 


6. 合并 所 有 阳性 的 多 聚 (A+) RNA 部 分 。 加 1/10 体积 3 mol/L 醋酸 钠 (pH6)。 加 
2.5 体积 乙醇 。 

7. 干冰 中 冻 30 分 钟 。 

$.4°C 微量 离心 机 离心 5 分 钟 。 

9. 弃 去 上 清 液 ,用 500 pn] 80% 乙醇 洗 沉 淀 。 

10.4°C 微量 离心 机 中 离心 3 分 钟 ,除去 上 清 液 。 

11. 真空 干燥 沉淀 。 

42. 重新 悬 序 在 经 过 高 压 灭 菌 的 水 中 , 约 1wg/alo 
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tRNA 
rRNA 
多 聚 A+RNA(m RNA) 


is AROSE (GT) FER 
装 入 的 玻璃 纤维 


2. 加 洗涤 绥 冲 浪 


6. VERE Ar 


4. IMA PERL 


+_—_—_—_- 


5. FFA VMK 


ZR(A*)RNA 收集 ， 


7, BR(A*)RNA 收集 ， 


图 11.2 赛 (dT) 分 离 多 聚 (A+)RNA。 样 品 加 到 将 寒 CdT) 共 价 结合 到 惰性 支持 物 ( 如 纤维 素 ) 的 
柱 上 。 仅 带 有 多 聚 (A) 尾 部 的 RNA 与 柱 上 的 寡 CdT) 杂 交 , 而 rRNA 和 tRNA 则 从 柱 流出 。 多 
(A+) RNA (可 设想 为 mRNA) 随 后 洗 脱 。 
13. 2—4yl 样品 走 1.0% 甲醛 -琼脂 胶 (11-4) 以 检查 制备 物 的 量 [ 注 释 (5)]5 
14. —70°C 贮存 多 聚 (A+)RNA ,直至 使 用 。 


注释 


(1) 高 压 所 有 溶液 ,玻璃 柱 \ 水 等 ( 除 SDS 外 ) 以 灭 活 RNA 酶 。 整 个 操作 须 戴 手套 ,因为 从 皮肤 来 
的 污染 特别 是 RNA 酶 可 能 引起 一 些 问 题 
(2) 见 注释 (1)o 
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(3) 见 注释 (1)。 

(4) 如 果 需 要 非 育 (4A*) RNA 能 从 最 初 的 加 样 缓冲 液 流 出 物 中 回收 。 

《5) 一 次 通过 柱子 可 除去 大 部 分 RNA 和 tRNA 污染 物 ; 两 次 过 柱 一 般 得 到 95% DES RA*) 
mRNA, PZ AA (AT) RNA 得 量 应 是 总 RNA 的 百 分 之 几 。 
参考 文献 


Aviv, H., and Leder, P., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 69: 1408, 1972. 


11-4 分 离 RNA 的 甲醛 凝 胶 电 泳 和 Northern 印迹 法 


甲醛 -琼脂 胶 是 一 种 简单 的 变性 电泳 系统 , 它 能 按 大 小 分 离 和 分 辨 单 链 RNA。 然后 
可 将 RNA 从 凝 胶 上 转 到 NC 上 ,并 与 感 兴趣 的 放射 性 标记 探 针 杂交 。 


实验 所 需 时 间 


第 一 天 : 5 小 时 走 胶 并 开始 印迹 
第 二 天 : 3 小 时 烤 转 印 后 的 NC 膜 并 开始 杂交 
第 三 天 : 2 小 时 洗涤 并 开始 目 显 影 


特殊 装置 


水 平 凝 胶 电 泳装 置 
通风 橱 
试剂 
1% SDS 
琼脂 糖 (Biorad 或 Seakem) 
10 X MOPS 缓冲 液 
0.2mol/L MOPS (3[N- 吗 啉 ] 丙 磺 酸 ) 
0.05mol/L 醋酸 钠 
0.01mol/L EDTA 
37% 甲醛 溶液 (Mallinckrodt) 
i O#,10mg/ml 
加 样 缓冲 液 ( 每 1 一 2 周 配 lml 新 鲜 的 ; 当 颜 色 改 变 时 就 丢弃 , 或 配制 10ml 以 0.5ml 
为 一 管 贮存 于 —20°c) 
0.72ml FARE RE 
0.16ml 10 X MOPS 缓冲 液 


0.26ml FARE(37%) 
0.18ml 水 
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0.1ml 80% 甘油 
0.08ml RM CHAE 
19 x SSC 缓冲 液 
方法 
实验 准备 ， 
FA7k.1% SDS 或 洗涤 用 去 拍 剂 洗 净 胶 垫 和 所 有 盒子 .梳子 等 。 用 水 淋 洗 。 所 有 的 东 


西 均 无 RNA 酶 沾染 是 非常 重要 的 。 如 果 同 一 实验 室 中 也 用 RNA 酶 , 本 方法 需 单 用 一 套 
设备 。 整 个 操作 过 程 戴 手 套 。 


胶 的 制备 


1. 将 下 列 试剂 加 在 一 起 : 
3g 琼脂 (对 1% 的 胶 并 注释 (1)] 
30ml 10 X MOPS 43 753% 
255ml H,O 
2. 用 微波 炉 或 放 在 沸水 浴 中 5 分 钟 , 溶 解 和 灭 菌 琼 脂 胶 混合 物 。 
3. 冷 到 50%C。 在 通风 橱 中 加 16.2ml 37% 甲醛 溶液 [注释 (2)]。 旋 转 混 合 。 
4. 加 204l 溴 乙 锭 ,旋转 混合 。 
5. 混合 物 在 通风 橱 中 放 15 分 钟 以 冷却 和 减少 甲醛 的 蒸气 。 
6. 放 好 梳子 并 将 琼脂 溶液 注 在 平板 上 制 胶 [ 注 释 (3)]。 如 用 商品 成 胶 模 则 更 方便 , 它 
有 加 祥和 孔 成 形 模 的 部 位 。 


电泳 
7. 取 10 一 15wg 总 RNA 样 品 [或 1 一 2wg 多 聚 (A+)RNA] 并 将 样品 真空 干燥 [注释 (47] 
每 个 干燥 样品 加 20 al MRE PH. 95°C 加 热 2 分 钟 使 RNA 变性 。 
8. 每 孔 加 20ul RNA 样品 。 标 准 加 入 另 一 孔 中 [注释 (5)]。 
9. 200V 走 约 2 一 3 小 时 ,直至 溴 酚 蓝 移 到 胶 的 3/4 处 。 HARI ROT LR SR 
尺 一 起 照相 以 记录 标准 的 位 置 。 总 的 真 核 细胞 RNA 含有 2 个 丰富 的 成 分 一 28SzRNA 
( 约 5kb) 和 18S rRNA( 约 2kb) ,它们 能 用 作 分子 量 标准 。 


胶 的 转 印 [注释 (6) J 1 

10. 500ml 10 X SSC 洗 胶 2 次 ,每 次 20 分 钟 ,从 胶 上 除去 甲酸 。 

11. 将 500ml 10 xX SSC JEAN, € 10 x SSC 缓冲 液 中 浸 温 工 片 Whatman 3MM 
(KA 23 X 50cm)o 

12. EM LAK 20 x 30cm HBR. HRGHBARKERL, MBAR RH 
fEX “RR? ER EAE AI LER (7) 1, 

13. 小 心地 将 胶 倒 置 于 滤纸 条 上 ( 即 加 样 孔 开 口 端 朝 下 )。 其 做 法 是 将 第 二 块 板 放 在 
胶 上 ,并 小 心地 将 2 块 板 及 夹 住 的 胶 一 起 翻转 。 移 去 现在 翻 在 上 面 的 板 , 并 让 凝 胶 由 现在 
的 底板 上 请 到 滤纸 条 上 。 
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14. 在 水 中 浸 湿 NC 滤 膜 , 铺 平 在 胶 上 。 

15. 在 水 中 浸 混 2 片 Whatman 3MM 滤纸 ,分 别 平 放 在 NC 滤 膜 的 上 部 。 

16. 在 3MM 纸 上 放 6 层 纸 巾 [ 注 释 (8)]。 

17. 在 6 层 纸 巾 上 放 4 层 折 登 的 吸水 纸 , 每 层 2 一 3cm 厚 。 

18. 盖 一 块 20 X 20cm 的 玻璃 板 。 上 面 放 一 个 小 的 重 物 。 

19. 室温 至 少 放 12 小 时 ,通过 毛细 作用 转 到 NC RE. 

第 二 天 

200 去 掉 折 登 的 纸 由 和 纸 。 沿 玻璃 板 边 缘 前 去 滤纸 条 的 边 。 在 滤 膜 和 凝 胶 上 轻 轻 号 
4T 0 

21. 取 下 滤纸 条 并 弃 去 。 在 加 样 孔 区 域 的 中 间 , 刺 个 孔 作 为 电泳 原点 的 标志 。 在 第 一 
加 样 孔 处 刺 2 个 孔 以 确定 膜 的 方向 。 

22. 取 下 胶 并 弃 去 。 将 NC 膜 放 在 2 HK Whatman 3MM 滤纸 间 。 两 边 压 紧 ,， 80CH 


空 下 干燥 2 小 时 [注释 (9)]。 
23. 滤 膜 现在 可 以 用 于 杂交 。 


杂交 和 放射 自 显影 


24. 如 DNA 杂交 中 所 述 (6-3 BR 7-2), 小 膜 与 放射 性 标记 的 探 针 [或 缺口 翻译 (7-1) 
或 合成 的 探 针 (6-2)] 杂 交 。Northern 印迹 和 Southern 印迹 杂交 法 (11-6) 在 操作 上 基本 
没有 差别 。 

25. 洗涤 后 ,小 膜 在 X 线 片上 曝光 过 夜 (20-5)。 冲 洗 ， 如 果 需 要 的 话 ， 可 以 调节 曝光 
时 间 。 


注释 


(1) 对 于 小 的 mRNA ( 即 小 于 2kb), 用 较 高 浓度 的 琼脂 胶 , 例 如 1.596(4.5g)。 

(2) ROWS RHE RA 2.2mol/L ARB, KAREN REAL HEA 0.66mol/Lay 
以 避免 这 些 问 题 。 

(3) : 胶 的 制备 见 5-5。 

(4) 如 果 所 需 体 积 在 5nl 以 下 , 则 可 不 干燥 样品 直接 将 加 样 缓冲 液 加 到 总 体积 为 20ul。 

(5) 标准 可 以 制备 或 购买 (例如 ， 从 真 核 细胞 总 RNA 中 得 到 的 28S 和 185 rRNA ， 分 别 为 5.1 和 
2.0kb; 或 从 E. Coli rRNA 中 得 到 的 16S 和 23S ,分 别 为 1.6 和 2.9kb)。 总 RNA 样品 已 经 含有 285 和 
18S rRNA 可 作为 内 标 。 

(6) 见 5-6 中 的 详细 叙述 。 

(7) 用 一 根 5ml 玻璃 移 液 管 滚动 , 赶 掉 气 泡 和 过 量 流体 。 

(8) 可 用 打开 的 单 居 纸巾 (例如 : Scott 纸 #175 福 色 )。 

(9) 放 人 入 真空 妨 前 必须 将 洪 膜 吸 干 。 


参考 文献 


Lehrach, H., Diamond, D., Wozney, J., and Boedtker, H., Biochemisory 16: 4743, 1977. 
Thomas, P., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 77: 5201, 1980. 
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11-5 标记 探 针 与 DNA 或 RNA 样品 的 点 印迹 “杂交 
提要 
本 法 提供 了 一 个 较 Northern 或 Southern 印迹 分 析 更 快 且 省 时 间 的 测定 样品 中 特 


异性 RNA 或 DNA 的 方法 。 直 接 将 RNA 或 DNA 转 到 NC 的 点 上 。 然后 将 点 了 点 的 滤 
膜 与 标记 探 针 杂交 。 本 法 同样 可 用 于 部 分 降解 的 RNA Hin, RR FEAR. 


实验 所 需 时 间 
3 小 时 准备 滤 腊 


特殊 装置 


点 印迹 仪 (例如 Bio-Rad 或 Schleicher 和 Schuell) 
空 源 


试剂 
20 X SSC 缓冲 液 


染料 : 0.25% 溴 酚 蓝 配 在 25% Ficoll 中 
TE Atri 


方法 
实验 准备 


参见 5-1,5-2, 5-3, 11-1 11-2 中 所 述 制备 DNA BR RNA 样品 (1 一 2wg)。 样品 
应 溶 在 水 或 TE 缓冲 液 中 。 通 过 缺口 翻译 (7-1) 或 未 端 标记 (6-2) 制 备 2P 标记 的 探 儿 。 


用 仪器 进行 印迹 分 析 ( 图 11.3) 


1. 10ml 20 x SSC 55 16-41 水 混合 

2. 4 LIRA IK HR NC 和 white 3MM 纸 各 1 CE ea 
小 )[ 注 释 (1)]。 

3. 将 Whatman 3MM 滤纸 首先 放 在 仪器 上 ,上 面 放 NC[ 注释 (2)]。 

4. 放 上 盖 并 拧紧 。 接 到 真空 泵 上 。 

5. 每 孔 用 100ml 20 x SSC 洗 。 

6. 在 一 些 边 缘 孔 加 2Al 染料 作 方 位 标志 。 

7. RNA 点 印迹 : FE 50x] 20 X SSC 中 加 1 一 2wg RNA, 加 到 孔 中 。 

DNA 点 印迹 : 在 10m IE 缓冲 液 中 加 1 一 2pkg DNA, 95°C 加 热 5 分 钟 。 再 加 40 风 
20 x SSC ， 然 后 一 并 加 到 孔 中 [注释 (3)]。 

8. 在 抽 真 空 的 情况 下 ,每 孔 用 1001 20 x SSC 洗 。 

9. 关 掉 真空 泵 , 取 下 仪器 盖 并 拿 下 滤 膜 。 

10. NC 滤 膜 夹 在 2 张 新 的 Whatman 3MM 纸 之 间 放 在 真空 炉 中 80"C 烤 2 小 时 。 | 
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图 11.3 HAAN AMOUR. BRKEBABALD BPEMASTAF 
11, $ 6-3 或 7-2 所 述 ,将 泪 膜 与 放射 性 探 针 杂交 。 
不 用 仪器 进行 印迹 分 析 
12. 用 20ml 20 x SSC 和 水 (1: LDESREii NC 滤 膜 。 
13. 用 干燥 的 Whatman 3MM 滤纸 吸 干 滤 膜 。 


14. 按 规 定好 的 行 和 列 , 像 步骤 7 一 样 在 滤 膜 上 点 相同 体积 溶 在 20 x SSC 缓冲 液 中 
的 DNA 或 RNA 样品 。 点 一 些 染 料 作 方位 标志 。 
15. 进行 步骤 10 和 11 的 操作 。 


广 释 
(1) 滤 膜 边缘 必须 切割 成 适合 仪器 用 。 
(2) 使 用 前 和 使 用 后 必须 彻底 清洗 仪器 。 
(3) 为 了 半 定 量 分 析 , 一 系列 1:1 稀释 的 样品 加 成 横行 ?用 于 制备 浓度 曲线 5 
11-6 探测 RNA HW RIERA 
提要 
完成 Northern 印迹 后 ,能 通过 杂交 确定 RNA 种 类 ， 方 法 类 似 于 Southern 印迹 探 
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查 。 常用 2 类 探 针 : 克隆 化 缺口 翻译 限制 性 酶 切片 侦 和 合成 的 骞 核 昔 酸 。 杂交 条 件 与 
6-3 和 7-2 中 描述 的 相同 。 细 胞 中 丰富 的 核糖 体 RNA ( 占 总 RNA 的 80% WE) 有 时 以 
非特 异性 方式 与 探 针 结合 。 因 此 , 当 用 探 针 检测 Northern 印迹 时 必须 非常 小 心 , 保 证 胶 
上 接近 18S(2kb) 或 28S(5.1kb) rRNA 区 域 的 mRNA 杂交 信号 (阳性 区 带 ) 不 是 与 rRNA 
的 非特 异性 结合 信号 。 为 了 减少 非特 异 竹 结 含 到 rRNA 上 产生 的 假 信号 , 或 为 了 减少 接 
近 rRNA 区 域 的 阳 狂 区 带 , 下 列 步 孤 必须 芳 虑 : 

1. SCE RNA 胶 拍 照 时 ,在 照相 区 仔细 地 沿 胶 放 一 把 尺 。 使 感 兴 趣 的 区 带 的 迁 
移 距 离 能 精细 地 分 辩 。 同 时 在 每 条 的 顶端 打 一 小 孔 ,便于 将 来 校正 迁移 距离 。 

2. 当 第 一 次 用 一 个 性 质 不 清 的 新 探 针 时 ， 要 走 一 个 空白 对 照 ， 即 含有 从 细胞 中 来 的 
tRNA 或 总 RNA ,但 没有 要 研究 的 mRNA。 这样 能 估计 探 针对 rRNA 的 亲和力 。 

3. 在 RNA 制备 过 程 中 用 一 个 朝 (dT) 柱 可 将 rRNA 从 mRNA 中 除去 (11-3)。 在: 
RNA 胶 上 平行 地 进行 总 RNA 和 dT 选择 的 RNA 电泳 。 在 dT 选择 的 样品 中 ， 将 减少 : 
tRNA FALAFEL RM. 在 多 聚 (A+) 样 品 中 与 真 核 细胞 mRNA 的 杂交 将 增加 。 

4. 因为 双 链 育 合 体 的 形成 是 一 个 动力 学 反应 ， 结 合 的 宅 核 苷 酸 的 解 离 被 用 来 测定 区 
带 是 否 是 真 的 通过 在 不 同 的 温度 下 (25 一 80"C) 用 0.5X SSC 洗 涤 一 系列 含 RNA WR, 
每 张 都 进行 自 显影 ,放射 性 标记 的 探 针 将 被 除去 [注释 (1)]5 如 果 区 带 是 真 的 , MEMES 
点 温度 的 "熔点 曲线 ”( 温 度 对 区 带 强度 作 图 得 到 的 曲线 ) 的 形状 应 该 是 S 形 的 。 同 时 ,通过 
这 个 $ 型 曲线 ， 未 知 RNA 中 不 匹配 的 百分比 也 可 以 测 出 〈 见 6-3)。 探 针 互 补 序列 的 鉴 
定 受 很 多 因素 影响 , 它们 是 : 同 源 程度 .G-C 对 的 百分数 ARENAS RRR 
分 比 。 用 合成 探 针 , 探 针 长 度 同样 将 影响 杂交 温度 和 洗涤 条 件 。 对 缺口 翻译 的 探 针 , 要 慎 
7-2 中 的 步骤 并 相应 调节 洗涤 温度 。 对 合成 深 针 ， 用 6-3 中 的 DNA 探测 步骤 ， 需 要 时 
调节 杂交 温度 和 洗涤 条 件 。 


注释 
(1) NC 超过 800 是 不 稳定 的 或 不 保险 的 。 
参考 文献 


Suggs, S. V., Wallace, R. B., Hirose, T., Kawashima, E., and Itakura, K., Proc. Natl. Acad. Sei., 
USA 78: 6613, 1982. ， 


11-7 从 充 话 到 质料 内 的 DNA 中 制备 RNA 探 针 


提要 


近年 来 已 经 构建 了 一 些 质粒 ,它们 含有 在 体外 对 DNA 依赖 性 RNA 聚合 酶 转录 高 度 
特异 的 启动 子 顺序 。 例 如 SP6.T3 和 T7 启动 子 。 启动 子 位 于 多 聚 衔接 克隆 繁殖 位 点 附 
近 ( 类 似 于 pUC 或 M13)e 如 果 以 3 端 克 隆 到 这 种 启动 子 上 去 的 片段 位 于 多 聚 衔接 区 , 则 
RNA 育 合 酶 将 在 体外 反应 中 用 纯化 的 重组 质粒 作为 模板 转录 克隆 的 顺序 。 当 转 录 反 应 
中 有 标记 的 核糖 -NTP 时 ,RNA 探 针 就 可 合成 。 可 大 量 制备 这 些 RNA 探 针 并 用 于 RNA 
和 DNA 杂交 。 而 且 RNA-RNA 杂交 物 较 RNA-DNA 杂交 物 稳定 。 故 能 合成 高 比 活性 : 
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依赖 DNA 的 RNA 聚合 酶 (例如 ， SP6, T3,T7) 
启动 子 ， 


BPP LAPP ODADAS 


2. RE 消化 感 兴趣 的 DNA 


4. 制备 质粒 


5. 用 RE 切割 成 末端 可 插入 片段 的 线性 DNA 


| 7. 进行 RNA e- 
全 


11.4 具有 依赖 DNA 的 RNA 聚合 酶 启动 子 , 例 如 sp6,T3 或 工 7 的 质粒 转录 RNA 的 图 解 。 有 意 
Xi DNA 连接 到 载体 上 RE 切割 的 末端 ;载体 上 存在 氨 某 青霉素 抗 性 基因 以 供 和 选 。 随 着 用 RE Di 
成 线性 分 子 在 启动 子 区 域 在 依赖 DNA 的 RNA 聚合 酶 作用 下 ,RNA 开始 转录 。 


和 3， 


J RNA， 作 为 非常 灵敏 的 探 针 用 于 印迹 实验 。 另 一 个 优点 是 能 用 体外 翻译 系统 翻译 。 
RNA 探 针 还 有 一 个 优点 : 它们 是 单 链 的 , 不 像 双 链 探 针 和 缺口 翻译 的 DNA 探 针 那 样 容 
易 再 缔 合 。RNA 探 针 的 缺点 是 易 受 到 到 处 都 有 的 RNA 酶 的 降解 。 


试剂 


含有 DNA 依 赖 性 RNA 聚 合 酶 启动 子 和 体外 转录 反应 所 需 的 有 关 物 质 的 载体 可 以 购买 
反例 如 从 Du Pont/NEN 可 买 到 SP6 PAK ,从 Promega Biotec 可 以 买 Riboprobe System 
BKM Vector Cloning Systems 得 到 Bluescribe)。 
所 有 水 应 该 高 压 并 用 二 乙 基 焦 碳酸 盐 (DEPC 
[注释 (1)] 处 理 。 
0.lmol/L fe RH, pH5, 
反应 缓冲 液 
200mmol/L Tris, pH7.4 
30mmol/L MgCl, 
20mmol/L 亚 精 胺 
0.4mmol/L DTT 配 在 50mmol/L 酷 酸 钠 (pH5) 中 
2% SDS & 2mmol/L EDTA 
a-*P-UTP, 750Ci/mmol (或 a-°S-UTP) 
用 于 启动 子 的 DNA 依赖 性 RNA RAM 40: 从 NEN sk Promega 来 的 SP6， 或 
A Vector Cloning Systems 来 的 T3/T7) 
U" 是 ATP CTP .GTP 各 10mmol/ 工 配 在 50mmol/L Tris(CpH7) 中 ,贮存 于 一 20sC。 
NTP & ATP,CTP,GTP,UTP 各 10mmol/ 工 配 在 50mmol/L Tris(pH7) 
SS- 茶 酚 
毛 仿 
乙醇 


一 种 RNA 酶 抑制 剂 ; 50 al /250ml1) 


方法 [注释 (27 ] 


1. 在 含 DNA 依赖 性 RNA 聚合 酶 启动 子 的 载体 的 多 聚 衔 接 部 位 播 人 一 个 DNA Jr 
新 [注释 (3),(4)]。 例如 ,在 PSP64 或 pSP65 中 短 的 (51bp) 通 用 克隆 繁殖 顺序 具有 11 个 特 
异性 RE 位 点 ， 运 用 质粒 亚 克 隆 的 方法 (15-1 一 15-3)。 
2. 在 适当 的 细菌 宿主 (例如 LE392, HB101 或 JM109) 中 繁殖 或 扩 增 质粒 以 制备 模板 
《8-1 和 8-2)。 
3. 用 RE 使 重组 质粒 模板 成 线 状 ，RE 水 解 克隆 片段 插 人 的 3 端 ,一 般 在 多 聚 衔接 区 
的 远 端 。 用 RE(5-4) 消化 2 一 3wg 质粒 , 切 在 启动 子 的 远 端 和 揪 人 片段 的 3 末端 。 消 化 
后 ,用 SS- 茶 酚 / 氯 仿 抽 提 质 粒 , 用 乙醇 沉淀 〈20-1)。 质 粒 以 0.2wg/A BAEK He 
4. 合并 下 列 物质 ,使 总 体积 为 20wl[ 注 释 (5) (6) ]: 
4 人 反应 缓冲 液 
0.5ul DIT BR 


, SO RSA" 


ly] U° 
10 wla-*P-UTP(750Ci/mmol) 或 a-°S-UTP 
0.9 ug (在 4.5 岂 水 中 ) RE 切割 的 质粒 
5. 加 14U DNA 依赖 性 RNA 聚合 酶 。 离心 使 所 有 流体 到 管 底 并 在 37%c 保温 60 分 
者。 
6. 加 人 下 列 物质 使 反应 终止 。 
20 ul 7k 
25 ul 2% SDS,4 2mmol/L EDTA 
10041 0.lmol/L Bea, pH5 
7. 深 液 用 SS- 苯酚 和 氯仿 各 100 ul HhHB, FA 500 el 乙醇 沉淀 (20=1)。 探 针 悬浮 在 
ml DEPC 处 理 过 的 水 中 。 如 7-1 步骤:8 中 所 述 ， 通 过 TCA 沉淀 24l 悬浮 的 探 针 来 测 


和 量 RNA 合成 量 。 合 成 的 RNA 比 活性 应 该 是 约 1 一 2 X 10’cpm/pgn 一 个 好 的 转录 反应 


将 产生 0.1 一 1.0wg RNA, AX RNA 标记 的 探 针 是 单 链 ， 能 直接 用 于 杂交 反应 而 不 需要 
变性 。 不 要 用 碱 使 RNA 变性 ,因为 在 高 PE RNA 被 水 解 。 

8. 乙醇 沉淀 的 部 分 重新 溶解 在 100u 水中。 2 和 用 于 测定 比 活性 [注释 \77],2ml 走 
:变性 的 聚 丙烯 酰 胺 胶 (9-4) 以 评价 产物 [注释 (8) ]。 


注释 


(1) 整个 操作 过 程 戴 手套 ,用 无 菌 的 一 次 性 塑料 器 血 , 不 要 用 洗涤 过 的 玻璃 物品 。 

(2) 见 注释 (1)。 

(3) SP6 质粒 来 自 PUC, 具 有 SP6 启动 子 , 它 插 在 克隆 繁殖 部 位 旁边 。 现在 用 与 启动 子 走向 相反 的 
-通用 克隆 繁殖 位 点 , 在 PSP64 和 PSP65 中 进行 定向 性 克隆 繁殖 是 有 可 能 的 。 当 制 备 一 个 探 针 用 于 与 
RNA 印迹 中 的 MRNA 杂交 或 S1 核酸 酶 保护 试验 时 ， 必 须 注意 从 SP6 模板 转录 的 探 针 是 MRNA 的 互 
- 补 链 。 

(4) 这 些 质粒 具有 高 的 复 本 数 和 可 供 选 择 的 PBR322 氮 卡 青霉素 抗 性 基因 。 

GS) 如 果 和 希望 非 放 射 性 转录 《例如 为 了 蛋白 质 翻 译 研 究 )， 可 用 NIP 追加 该 代替 Uo 溶液 ， 并 加 
pCi 《10P1 100 倍 稀释 液 ) <-”P-UTP 以 监测 反应 。 保温 后 ( 步 又 6) 加 20kg 无 RNA 酶 的 DNA 酶 Iy 
37Y 10 分 钟 , 然 后 进行 步 晤 ?。RNA 转 录 产 物 在 琼脂 糖 凝 胶 上 被 纯化 和 分 离 出 来 

(6) 在 这 一 步 加 入 终 浓 度 为 1U/ 冲 的 RNAsin 抑制 外 源 性 RNA 酶 活性 。 

(7) 从 1ug DNA 模板 能 合成 lous 以 上 RNA 探 针 。 虽 然 模板 越 小 达到 全 长 的 转录 越 容易 ,但 长 度 
超过 6kb 的 探 针 能 被 合成 。 应 得 到 比 活性 为 1 一 2X 10"cpm/ug 探 针 。 

(8) RNA 探 针 是 单 链 。 用 于 Northern 印迹 杂交 ， 由 于 它们 比 活 性 高 且 不 与 第 二 条 链 竞争 ， 所 以 
RNA 探 针 的 灵敏 度 较 缺 口 翻 译 的 DNA 探 针 高 10 倍 。 不 得 像 缺口 翻译 中 那样 用 碱 使 探 针 变性 ， 稀 释 
杂交 缓冲 波 并 直接 加 到 装 NC 滤 膜 的 袋 中 。 


参考 文献 
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第 12 章 从 噬菌体 克隆 制备 DNA 


12-1 噬菌体 的 生长 和 制备 
提要 


本 法 对 多 份 克隆 化 鸣 菌 体 DNA 桩 品 的 快速 定性 是 有 用 的 ,并 为 以 后 大 规模 感染 提 
供 噬菌体 来 源 。 对 每 个 有 意义 的 克隆 , 制备 高 滴 度 噬菌体 裂解 液 〈10ml)。 从 10ml 裂解 
液 中 取 一 部 分 能 制备 几 微 克 DNA ， 供 进一步 做 RE 分 析 和 决定 哪 一 些 鸣 菌 体 克隆 应 该 
大 规模 生长 。 剩 下 的 裂解 液 可 用 于 进行 大 规模 生长 (12-12) BPE AB REI 
保存 在 4°Co 


实验 所 需 时 间 


第 1 天 : 1 小 时 外 加 6 一 12 小 时 保温 时 间 
第 2 天 : 2 一 3 小 时 制备 DNA 
试剂 
LB 培养 基 
lmol/L MgSO, 
Ai 
TM 缓冲 液 
50mmol/L Tris, pH7.4 
10mmol/L MgSO, 
DNA # I, lmg/ml 配 在 TM 缓冲 液 中 , 用 前 稀释 (Sigma) 
聚 乙 二 酵 -6000 (PEG-6000) 
0.5mol/L EDTA, pH8.0 
5mol/L NaCl 
SS- 
酵 +RNA 溶液 , 10mg/ml 配 在 水 中 
方法 
实验 准备 
从 同事 那里 得 到 鸣 菌 体 克 隆 (例如 : EMBL3，EMBL4 或 Charon 28)， 或 从 文库 中 
选择 感 兴趣 的 噬菌体 克隆 (13-50)。 在 准备 10ml 裂解 液 的 前 一 天 , BREET SR PB 


应 稀释 度 将 选择 好 的 噬菌体 铺 板 〈《20-7)。 在 制备 10ml 裂解 滚 的 同一 天 ,在 10mmol/L 
MgSO, 中 制备 接种 用 的 新 鲜 LE392 细胞 4\20-7)e 
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制备 10ml 裂解 液 


1. 在 50ml 有 盖 的 无 菌 管 中 加 入 10ml & MgSO, ( 终 浓度 为 10mmol/EL) 的 LB 培 
养 基 。 

2: FAR Eb BS DE SS SIA [注释 
《1)]o 挑 出 的 琼脂 上 含 约 10 WERK 

3. 加 50ul LE392 待 接种 的 细胞 到 管 中 。 

4 通气 振荡 6 一 12 小 时 。 HWM ARE, 然后 裂解 变 清 [ 注 释 (2)]。 Ra a Ae 
明显 出 现 细菌 碎片 。 

5， 如 果 培 养 物 不 裂解 ,改变 步骤 3 中 LE392 细胞 数 ,并 重新 试 。 

6. 裂解 后 ,加 100wl 氯仿 到 管 中 。37%C 振荡 2 分 钟 。 

7. 室温 3000 xX g 离心 10 分 钟 除 去 细菌 碎片 。 

8. .将 上 层 水 相 取 到 新 管 中 ， 在 每 10ml RRA 10041 无 菌 1mol/L MgSO. & 
Hho 

9. 通过 一 系列 稀释 的 上 清 液 和 平板 接种 (20-7), HE 10ml 裂解 液 。 好 的 裂解 液 每 
Bie 5 X 10°—10" 吻 菌 斑 。 裂 解 液 贮存 在 4°Co 


从 10ml 裂解 液 中 制 各 DNA[ 注 释 (3)] 


10. 在 10ml 裂解 液 中 加 入 10ml TM 缓冲 液 和 320pul 新 鲜 制 备 的 DNA Be 1, 轻 
轻 倒 置 混合 。 不 要 用 旋涡 振荡 。 小 心 不 要 让 DNA 酶 污染 吸管 和 其 它 仪器 。 

ll. 室温 放置 15 分 钟 。 

12. 加 2ml 5mo!/L NaCl 和 2.2g 固体 -PEG-6000。 使 PEG ERMRHEZAR 
解 。 

13， 冰 浴 放 置 15 分 钟 。 

114.4s 12000 X g 离心 10 分 钟 。 
15， 倒 掉 上 清 液 ， 沉 淀 重新 悬 序 在 300ul TM 缓冲 液 中 ， 转 到 1.5ml 微量 离心 管 


16. 加 30041 氯仿 。 充 分 混 匀 。 在 微量 离心 机 上 离心 5 分 钟 使 相 分 离 。 取 出 上 层 
求 相 , 加 到 新 管 中 。 不 要 取出 水 相 和 和 氯仿 相 界 面 上 的 PEG。 用 氯仿 再 抽 提 一 次 。 

17， 向 水 相 中 加 入 15pl 0.5mol/L EDTA (pH8.0) 和 30u1 5mol/L NaCl, 

18. J 350ul SS- 苯 酚 。 振 荡 混 合 。 离 心 5 DH 

19. 将 上 层 水 相 取 到 新 的 微量 离心 管 中 。 

20. 水 相 中 加 350ul 氯仿 。 充 分 混 匀 , 离心 5 分 钟 使 两 相 分 离 。 取 上 层 水 相 到 新 管 


21. 加 875ul 乙醇 , 管 置 于 冰 中 , 冰 浴 10 DSH. ACH 5 ASH, 弃 去 上 清 液 。 

22. 沉淀 用 15041 80% 乙醇 洗涤 。4%C 离心 2 分 钟 。 弃 去 乙醇 ， 真 空 干燥 沉淀 。 

23， 沉 淀 重新 悬浮 在 50ul TE 缓冲 液 中 。 

24. 现在 DNA 可 用 于 RE 消化 分 析 和 电泳 5-4 和 5-5)，, 或 亚 克 隆 到 质粒 中 (15-1)e 
AN FRM Ba PAY Foe BD BEAK AY HE 10"/ml, 一 般 每 毫升 裂解 液 可 得 2 一 5kg DNA[ 注 释 (4) ]。 
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注释 


GQ) 自动 吸管 的 负 压 常 将 琼脂 块 带 进 吸管 。 通 过 反 转 压力 的 方向 将 琼脂 块 放 出 。 可 用 少量 LB ye 
冲 流 洗 去 吸管 中 的 琼脂 块 。 

(2) 用 一 个 有 细菌 但 没有 噬菌体 的 管子 与 其 它 试管 一 起 保温 。 将 这 个 对 照管 与 样品 管 〈 由 于 叭 蓝 ， 
体感 染 而 有 裂解) 进行 比 较 , 易 于 观察 澄清 程度 。 

(3) 本 操作 以 制备 10ml 裂解 液 为 例 , 但 可 以 按 比例 放大 或 缩小 。 

(4) 这 种 制备 方法 产生 大 量 细菌 RNA, 在 限制 性 酶 切 的 琼脂 糖 电 泳 时 与 省 酚 蓝 染料 一 起 走 在 前 
沿 。 PEMA DNA 的 内 切 酶 消化 液 中 加 1 由 (10mg/ml) 不 含 DNA 酶 的 RNase A 可 以 降低 . 
RNA 本 底 。 为 了 配制 不 含 DNA 酶 的 RNase A, 可 将 RNase A 以 10mg/ml 的 浓度 咨 在 水 中 ,并 在 :- 
70°C 加 热 10 分 钟 使 DNA 酶 失 活 。 


12-2 从 噬菌体 中 大 量 制备 和 纯化 DNA 
提要 
有 许多 大 量 繁殖 ; 吧 菌 体 的 方法 ， 本 法 只 是 其 中 之 一 。10ml 小 规模 的 裂解 液 (12 一 


1) 用 于 触发 大 量 细菌 的 感染 。 鸣 菌 体 最 终 能 溶解 掉 生 长 在 培养 基 上 的 细菌 ， 使 每 毫升 培 : 
养 物产 生 10°—10" RK, Ht PEG 沉淀 将 噬菌体 从 说 养 介质 中 纯化 ,， 然 后 从 噬菌体 - 


制备 DNA。 一 般 每 升 培养 物 DNA 产量 为 100wg 一 1mgo 


实验 所 需 时 间 


5 天 , 每 天 用 几 小 时 
特殊 装置 


超速 离心 机 ( 带 SW41 和 SW60 转 头 的 Beckman 离心 机 ) 
超速 离心 管 〈Beckman Ultra-clear，14 X 89 mm: SW41; Ultra-clear, 11 X 60mm= 
SW60) 


折光 仪 
试剂 
了 及 培养 基 1125 
4 10mmol/L MgSO, 的 LB 培养 基 ( 每 升 LB 加 10ml lmol/L 无 菌 MgSO, 潍 
%z) 
10mmol/L MgSO, 
氯仿 
5mol/L NaCl 
PEG-6000 (fiifkK) 
™ 缓冲 液 
50mmol/L Tris, pH7.4 rr 
10mmol/L MgSO, 
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aa 


CsCl 
CsCl/TM YH: 0.75g CsCl 加 到 1ml TM 缓冲 液 中 (折光 指数 1.3815 
0.5mol/LEDTA，pH8.0 
$t BE A ABA IK 
每 毫升 TE 绥 冲 液 20mg 链 霉 蛋白 酶 (Calbiochem) 
乙醇 
SS- 葵 酚 
7 五 ;缓冲 液 
方法 
实验 准备 
实验 前 一 天 , 制备 10ml 鸣 菌 体 裂 解 液 (20-1), 并 通过 稀释 物 平 板 接种 测定 它 的 滴 度 


(20-7), 在 感染 的 当天 ,在 40ml LB 培养 基 上 生长 LE392 细胞 使 600nm 处 的 0.D. 为 
1.0。 


分 离 DNA 


1. 于 50ml RAMAN LE392 细胞 以 3000 x g 离心 10 分 钟 使 之 沉淀 。 

2. FKLBRK. 细菌 沉淀 重新 悬浮 在 原 体 积 一 半 的 ( 即 20ml) 无 菌 10mmol/L MgSO. 
中 , 20ml #4453 x 10" LE392 细胞 。 

.3 根据 对 10ml 裂解 液 平 板 接种 所 测 出 的 结果 (20-7)， 将 产生 10? 4 BEA RS 
体 加 到 细菌 中 [注释 (1)]。 

4. 37°C 保温 5 分 钟 使 噬菌体 吸附 到 细菌 上 。 

， 在 一 个 无 菌 培养 瓶 里 加 1L 含 10mmol/L MgSO, 的 LB 培养 基 ， 并 接种 自 步 骤 
dey 

6. 37°C 剧烈 振荡 10-12 -)\NWRERB. VRARHASE, MARKHAM 
明显 的 细菌 碎片 。 

7. J 20m] 氧 仿 和 120ml 5mol/ 工 NaCl, 

8. 37% 振荡 5 分 钟 。 

9. 在 500ml 离心 管 中 于 4scC 8 000 x g 离心 10 分 钟 , 除 去 细菌 碎片 。 

10. 水 溶性 的 上 请 液 倒 人 新 瓶 ， 小 心 不 要 移动 沉淀 。 此 时 滴定 制备 物 以 测定 实际 的 
最 终 产 量 。 通 和 常 最 终 产 品 至 少 保 持 50 多 ROWE. MM 10ml lmol/L MgSO, 和 120g [Eh 
体 PEG 到 上 清 液 中 。 

ll. 使 PEG 溶 于 裂解 液 并 在 4%C 放置 60 分 钟 或 更 长 时 间 以 沉淀 吻 菌 体 e 

12. 在 500ml 离心 管 中 4sc 8000 X g 离心 20 分 钟 收集 吻 菌 体 。 弃 去 上 清 液 ， 将 . 
PEG 沉淀 的 吻 菌 体 从 管 底 和 管 壁 重新 悬浮 在 15ml TM 缓冲 液 中 。 悬 浮 的 沉 证 转 到 50mi 
有 盖 试 管 中 。 

13. 管 中 加 入 ml 氯仿 。 剧 烈 混 合 抽 提 。 在 30ml 玻璃 离心 管 中 以 12 000xg 离 
心 10 分 钟 使 相 分 离 。 

14. 上 层 水 相 移 人 新 的 玻璃 试管 6。 如 步骤 13 那 样 重复 用 氯仿 抽 提 。 上 层 水 相 移 人 新 
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管 。 通 过 平衡 梯度 离心 (步骤 15 到 17), 或 速度 梯度 离心 到 CsCl MRE, LSE 
菌 体 [ 注 释 (2) ]。 建 立 阶 段 梯 度 略 为 复杂 一 些 , 但 不 需要 超 离心 一 天 两 种 方法 都 能 从 已 
coli DNA 中 得 到 纯 的 噬菌体 颗粒 。 

15， 每 毫升 水 相 加 0.75g CsCl 使 密度 达到 1.5g/ml。 检查 折光 指数 ， 以 确定 其 应 
为 1.3815 士 0.002。 如 果 折 光 指 数 高 则 加 水 ,如 果 折 光 指 数 低 则 加 CsClo 

16. 20°C 210000 xg 超 离心 24 一 36 小 时 , 噬菌体 在 CsCl 密 度 梯度 中 形成 区 带 ( 例 
如 在 2 个 14 X 89mm Beckman 超 离心 管 中 , 在 Beckman SW41 转 头 上 以 35000 rpm 
离心 ) 氏 注释 (3) ]。 小 心 不 得 将 氯仿 转 人 管 中 ， 因 为 这 将 使 超 离心 管 受 损 。 离 心 前 保证 管 
子 是 满 的 。 | 

17， 平 衔 密 度 梯 度 离心 后 , 吻 菌 体形 成 一 条 在 普通 光 下 可 见 的 乳白 色 穿 带 。 MR 
到 两 条 区 带 , 上 面 一 条 ( 低 密度 ) 区 带 代 表 空 的 蛋白 质 外 壳 , 下 面 一 条 (高 密度 ) 区 带 是 吻 菌 
体 。 应 该 取出 下 面 一 条 区 带 。 

18， 用 一 个 注射 器 和 一 个 18 号 针头 刺 破 管 壁 取出 区 带 。 这 过 程 类 似 于 8-2 步骤 22 
中 所 和 氢 述 的 方法 。 

19. 取出 来 后 ， 对 叹 菌 体 再 离心 作 进 一 步 的 纯化 和 浓缩 。 做 法 是 : 在 一 个 较 小 的 超 . 
速 离心 管 中 于 CsCl/TM BKB DCM: SW60 管子 在 42 000rpm, 207 离心 16 小 
时 )。 离 心 前， 保证 管子 是 满 的 。 为 了 能 取出 区 带 ， 管 子 必须 是 可 和 刺 破 的 塑料 管 〈 酌 如 
Beckman Ultra-clear, 11 X 60mm)。 像 步骤 17 那样 确定 乳白 色 的 噬菌体 区 带 。 wee 
备 适 当 ， 应 该 只 有 一 条 区 带 。 

20， 刺 破 管 壁 取出 吻 菌 体 。 当 在 4%C 下 贮存 于 CsCl HN, MRA RARER 
iA 


Avil BREIL DNA[ YE RC) 1] 


21. 对 每 200u) CsCl- MERA, MMA 50ml 0.5mol/L EDTA(pH8) 和 12.5u) 链 
霉 蛋白 酶 溶液 。 

22. RADA BARC Hil BL 9-3) .4£ 37°C 对 10mmol/L Tris(pH7.4), 
1mmol/L EDTA, 0.5mol/L NaCl 深 液 透析 1 小 时 。 至 少 用 相当 于 透析 袋 1000 ek 
PERE, 透析 和 链 霉 蛋白 酶 的 消化 将 同时 进行 。 

23， 换 透析 液 , 再 透析 1 小 时 。 用 微量 吸管 从 袋 内 吸出 透析 物 。 

24， 在 1.5ml 微量 离心 管 中 用 等 体积 SS- 茶 酚 抽 提 从 袋 内 取出 的 透析 物 。 在 微量 离 
心机 上 离心 2 分 钟 。 

25， 上 层 水 相 移 人 新 管 。 

26. 加 等 体积 氯仿 , 混合 ,离心 2 分 钟 。 

27. EL RKHBARS, 加 2.5 体积 乙醇 ， 置 干冰 品 10 Dh 

28. 4% 离心 5 分 钟 。 

29， 弃 去 上 清 液 ,空气 干燥 沉淀 。 

30， 将 只 菌 体 DNA BYP 500ul TE 缓冲 液 中 ，4% BULAN, PEM DNA ， 
完全 溶解 。 重 新 混合 并 用 O. D. 测量 法 测定 DNA 浓度 (20-3)。 

31. 样品 贮 于 —20°% 直到 使 用 ， 例 如 用 于 RE 酶 切 谱 (5-4 和 5-5) 或 亚 克 隆 到 质 
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粒 中 (15-1)。 


注释 

(1) 对 于 大 部 分 EMBL 和 Charon 28 文库 的 克隆 ， 最 好 的 叭 菌 体 与 细菌 的 比例 在 1:10 和 1:100 
之 间 。 另 一 些 叭 菌 体 可 能 需要 不 同 的 最 适 比 例 , 它 们 可 通过 经 验 决定 。 

(2) 步骤 15 一 17 所 述 的 平衡 CsCl 梯度 可 被 分 级 梯度 代替 ,用 于 分 离 噬菌体 ,这 样 所 需 的 离心 时 
所 少 。 为 了 制备 梯度 ,需要 3 种 不 同 密度 的 CsCl WR: 


CsCl BWR | 密 度 CsCl(g) TM 4h (ml) 
I | 1.45 30 42.5 
il | 1.50 33.5 41 
Ill | 1.70” 47.5 37.5 


在 SW41 th, jn 1.5m] 溶液 工 到 管 底 , 然 后 在 这 一 层 下 加 1.5m] BRU, 这 两 层 下 再 加 lml BK 
W Obi WAR SBA MADARA RMA BIE) © 

对 每 毫升 在 TM HAMAR 14), Mm 0,58 CsCl, 溶解 CsCl 并 将 叭 菌 体 /CsC1 溶液 
铺 在 梯度 顶部 。 离 心 前 用 TM 缓冲 液 注 满 管子 。 

22000rpm 离心 4 小 时 。 在 1.45 和 1.50 之 闻 的 界面 上 叹 菌 体形 成 一 条 蓝 色 的 乳白 区 带 。 有 时 将 
管子 对 着 暗 处 从 下 面 照 光 有 助 于 观察 区 带 。 进 行 步 又 18。 

(3) 在 离心 管 顶部 加 CsCI/TM 溶液 可 能 是 需要 的 。 

(4) 还 有 许多 方法 可 以 从 和 噬菌体 制备 DNA。 


SER 
Maniatis, T., Frit«ch, E. F., and Sambrook, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold 


Spring Harbor, New York, 1982. 
Yamamoto, K., Alberts, B., Benzinger, R., Lawhorne, L., and Treiber, G., Virology 40: 734, 1970. 
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Hl3% ABBA DNA 的 克隆 繁殖 
13-1 从 真 核 细胞 基因 组 克隆 繁殖 DNA: 引言 


为 了 详细 分 析 基 因 的 结 梅 和 功能 及 其 附近 的 调控 区 ， 将 基因 分 离 为 一 个 克隆 是 首要 
的 。 为 了 做 到 这 一 点 ,人 们 从 含有 该 基因 的 细胞 制备 基因 组 _DNA 文库 。 这 个 文库 将 含 
有 互相 重 登 的 大 量 DNA 片段 ,它们 至 少 包含 基因 组 所 有 顺序 中 的 一 个 复 杰 ( 即 : 平均 大 : 
小 为 15 一 20kb FEA 100 万 以 上 )。 这 些 片段 将 被 克隆 并 在 适当 的 原核 载体 (二 般 为 吻 
菌 体 ) 中 增殖 。 这 和 样 产生 的 重组 鸣 菌 体 是 构建 的 文库 中 的 成 员 , 其 中 每 一 个 都 有 它 自 己 的 
克隆 DNA 片段 。 通 过 与 对 感 兴趣 基因 的 特异 的 放射 性 探 针 杂交 ， 筛选 基因 组 文库 5 这 
样 能 从 其 余 的 克隆 顺序 中 选择 出 所 希望 的 噬菌体 克隆 。 然 后 ， 选 择 出 来 的 噬菌体 克隆 的 
吻 菌 斑 被 纯化 ， 再 以 类 似 的 方法 在 以 后 的 步骤 中 被 进一步 选择 。 将 纯化 的 克隆 进行 制备 
性 生长 ,得 到 一 定量 适合 于 详细 分 析 的 克隆 化 DNA。 

由 于 克隆 驼 殖 的 效率 高 ,对 真 核 细胞 基因 组 的 完整 文库 筛选 相对 容易 ， 在 建立 文库 : 
th, 噬菌体 代替 了 许多 载体 , 它 的 应 用 引 人 注 意 。 1 载体 是 线性 DNA 唉 菌 体 基因 给 
可 用 15 一 20kb 真 核 DNA 代替 其 内 部 非 必需 的 噬菌体 基因 而 用 于 遗传 工程 中 。 


2.Mbol 有 限 消化 4. 得 到 15 一 20kb 有 可 连接 未 端的 DNA 
一 一 一 -一 一 一 一 一 一 
3. 按 大 小 划分 


1 制备 大 量 DNA 


| gt BML iE 
+,,6a. 用 Bam HI 
| 88 7 fe Charon28 eevee _ 


7a. StL” 
| 噬菌体 EMBL3 一 


6b. ine HF 
8. 连接 


10. “包装 "成 为 可 感染 的 噬菌体 9. am en oe gy 

13. 接种 和 筛选 阳性 噬 菌 班 全 一 一 12. 感染 细胞 二 sakea 
11. 455 MgSO,—# MA LE392 细 胞 

13.1 利用 Charon 28 或 EMBL3 制备 基因 文库 的 流程 图 。 
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如 果 在 基因 组 中 有 多 种 DNA 与 选择 克隆 所 用 的 探 针 杂交 ， 那么 可 用 另 一 些 方法 
来 克隆 所 希望 的 特殊 顺序 。 基因 组 印迹 实验 最 初 用 来 确定 含有 被 克隆 片段 的 基 ; 因 组 中 
EcoR | 或 Bam HI 限制 性 酶 切片 段 的 大 小 。 用 相应 的 RE(5-4) 将 制备 量 的 〈 约 Ime) 基 
因 组 DNA 完全 消化 ,并 用 制备 性 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 。 含 有 感 兴趣 基因 的 部 分 从 斑 上 脂 糖 
胶 上 洗 脱 下 来 ,或 从 制备 性 牛 眼 "\bull's-eye) 琼脂 糖 电 泳 胶 的 阳极 收集 (为 此 ;Hoefer 出 
售 一 种 仪器 )。 纯化 DNA 并 连接 到 相应 的 克隆 繁殖 载体 上 (BamHI: FMBL3; ‘EcoRI: 
EMBL4)， 包 装 ,一 个 按 大 小 分 部 分 离 的 文库 建立 起 来 了 。 这 其 中 的 一 组 顺序 然后 柯 ER 
St we, 以 选择 性 地 克隆 感 兴趣 的 基因 组 区 域 。 这 些 步 到 简 略 地 列 于 图 13:15 | 

第 二 种 基因 组 克隆 繁殖 载体 一 一 装配 型 质粒 (cosmid) CARRIER, che sake RA 
长 度 达到 45kb 的 DNA 片段 。 但 是 ， 除 非 必须 克隆 基因 组 大 于 20kb AY DNA FE, 
否则 构建 和 筛选 办 载体 文库 是 最 简单 的 ( 见 王 列 参 考 文献 )o 

下 面 几 节 所 列 的 方法 叙述 了 用 1 载体 产生 基因 组 文库 的 步骤 ， 并 列 出 装配 型 质粒 文 
库 产 生 方 法 的 参考 文献 如 果 从 一 个 相应 宿主 细胞 来 的 基因 组 文库 已 经 有 了 ,那么 可 以 跳 
过 文库 构建 的 方法 , 直接 进 和 人 到 接种 和 筛选 (13-5 和 13-6)。 
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13-2 基因 组 DNA 的 制备 : 部 分 Mool 消化 法 
提要 

为 了 克隆 繁殖 到 与 BamHI 消化 的 鸣 菌 体 载 体 的 相 容 揭 RE 未 端 上 ,用 RE Mbol 将 
基因 组 文库 的 大 片段 部 分 消化 成 15—20kb 片段 。 消 化 后 , 所 要 的 片段 (15 一 20kb) 通 过 
基 糖 密度 梯度 或 其 它 方法 从 小 片段 中 分 离 出 来 [注释 (1)]。 OCH EEE BESS) AH 
体 载体 上 ,在 体外 包装 ,用 以 感染 大 肠 杆 菌 宿 主 ， 以 建立 基因 组 文库 。 
实验 所 需 时 间 

第 1 天 : 4 小 时 

第 2 天 : :4 小 时 

第 3 天 : 2 小 时 

第 4 天 : 2 小 时 
特殊 装置 

超 离心 机 
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蔗糖 梯度 形成 器 
琼脂 糖 凝 胶 电泳 仪 
试剂 
10 X Mbol 缓冲 液 
lmol/ 工 NaCl 
100mmol/L Tris, pH7.4 
100mmol/L MgCl, 
10mmol/L DTT 
Mbol (NEBL) | 
线性 蔗糖 梯度 ，10 一 40 驳 ， 含 20mmol/L Tris, pH7.4, 10mmol/L EDTA, 
lmol/L NaCl . 
TE 缓冲 液 
5mol/L NaCl 
SSR Hy 
Ei) 
乙醇 
方法 
实验 准备 
从 感 兴趣 的 组 织 或 细胞 (5-2 或 5-3) 制备 适量 基因 组 DNA 《未 消化 时 大 于 50kb)。 
坛 验 MboI[ 注 释 (2)]。 


Mbol 消化 


1. 首先 进行 分 析 性 反应 ， 以 确定 为 产生 长 度 约 为 20kb 的 DNA 片段 所 需 的 Mol 
消化 条 件 。 
a. 准备 4 个 1.5ml 微量 离心 管 , 每 个 含 : | 
10mg 基因 组 DNA ( 配 在 10ul TE 或 水 中 ) 
10 X Mbol 缓冲 液 2.5 yl 
水 12yl 
.在 4 个 管 中 分 别 加 0.2,0.5,1 a 2U M bol, 
“ 37°C 保温 5,10、20 和 40 分 钟 后 从 每 管 中 取 出 Gul, 样品 贮存 于 干冰 中 直到 进行 第 
=e 
d. 解冻 ,在 琼脂 糖 胶 上 走 16 个 样品 (9-2), 与 标准 分 子 量 的 标志 进行 比较 。 
e. 选择 时 间 和 Mbol 浓度 ,使 得 到 的 片段 平均 大 小 约 为 20kb。 
2. 将 最 适 的 消化 条 件 按 比 例 扩 大 100 倍 ,消化 Img 基因 组 DNA, 在 10 一 15ml 塑 
料 管 中 加 : 
Img 基因 组 DNA Imi Méol (根据 上 述 的 测定 结果 决定 ) 
10 X Mbol 缓冲 液 250ul 


o 
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水 1.2ml 
FRG FR le 中 所 测 得 的 时 间 在 37°C 下 保温 。 
3. 用 2.5ml 1:1 混合 的 SS- 茶 酚 和 和 氯仿 抽 提 DNA。 
4. 上 层 水 相 移 人 新 管 。 加 275pl 5mol/L NaCl, 
5. 加 7ml 乙醇 。 六 浴 沉 淀 10 DF 
6.49C 12000 X g 离心 10 分 钟 。 
7. 弃 去 乙醇 ,将 DNA 沉淀 悬浮 在 500xl TE 缓冲 液 中 。 在 4%C 这 可 能 花 几 小 时 。 


插入 片段 按 大 小 进行 分 离 


8. 为 了 达到 最 适 分 离 ， 由 步骤 7 得 到 的 DNA 中 到 1/6( 约 8041) 放 在 6 个 Beckm- 
an Ultraclear SW41 超速 离心 管 中 的 蔗糖 密度 梯度 上 。 用 梯度 形成 器 制备 10 一 40% ik 
糖 ( 含 20mmol/L Tris, pH7.4, 10mmol/L EDTA ,和 lmol/ 工 NacCl) 的 线性 梯度 。 

9.20% 135 000 x g 离心 16 小 时 (例如 在 SW41 转 头 上 为 28 000rpm)o 


fe oR 
| 10. 在 第 一 个 管 的 底部 刺 1 小 孔 ， 以 lml 为 一 管 滴 12 管 。 对 其 它 的 各 管 也 按 同 样 
的 顺序 滴 出 内 容 物 ( 即 合并 每 管 的 同一 部 分 )。 
11. 各 取 50ul 进行 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 , 与 平行 的 Hind] 切割 的 2 DNA 标志 比 , 决 
定 哪 些 部 分 含 16 一 20kb 片段 。 
12. 合并 含 16 一 20kb 片段 的 部 分 。 加 2.5 体积 乙醇 。 一 20%c 冷 几 小 时 。 


第 三 天 

13.4% 10000 X g 离心 10 分 钟 ,收集 DNA, 

14: 弃 去 上 清 液 ; DNA 悬浮 在 160ul TE 缓冲 液 中 。 

15. 为 了 得 到 最 适 大 小 的 片 眉 ， 按 步骤 9 一 14 再 进行 一 次 梯度 分 离 ( 但 只 用 2 个 梯度 
离心 管 , 每 个 加 80wl DNA)。 第 二 次 蔗糖 梯度 分 离 后 ，DNA 沉淀 悬浮 在 50wl TE 组 
THY HA, 


第 四 天 


16. 在 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 后 ， 通过 将 2.54] 样品 的 省 乙 锭 染色 强度 与 已 知 大 小 和 浓度 
的 DNA 片段 (例如 Seg Hindlll 切割 的 24 DNA) 比 较 ， 以 确定 所 制备 的 插 人 片段 的 大 
小 和 DNA 浓度 。 

17. 调节 样品 的 DNA 浓度 到 约 0.25ug/ul HA. —20°C 贮存 。 
注释 

(1) 分 离 15 一 20kb 部 分 Mool 揪 和 人 片 眉 的 另 一 种 方法 是 用 制备 凝 胶 电 瀛 和 电 洗 脱 。 上 此外， 人们 
能 用 “和 牛 眼 ?电泳 仪 ， 它 使 DNA 从 圆 形 胶 的 外 面 电 谍 进 入 中 心 。 在 那里 DNA 进 入 中 心 孔 并 用 分 部 收集 


器 收集 。 在 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 上 将 样品 与 MindIl 切割 的 4 DNA 标准 比 。 这 可 以 代替 蔗糖 密度 梯度 并 
得 到 大 量 的 15 一 20kb M2oI 片 眉 作 基因 组 克隆 繁殖 ， 它 们 在 构建 文库 中 有 很 好 的 功能 。 同 样 这 种 仪器 
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PRUE RE A/S DNA 片 眉 以 供 克隆 繁殖 。 这 个 方法 涉及 到 要 买 特殊 仪器 ， 我 们 建议 用 
img 以 上 基因 组 DNA 开始 作 制备 性 分 离 。 

(2) 用 Meo! 制备 插 人 片 眉 前 ， 应 该 证 明 酶 将 产生 能 连接 的 末端 。 证 实 的 方法 是 ; 用 Mbot se 
TIE SN40 DNA 或 在 dam” 大 肠 杆 菌 宿主 中 生长 的 质粒 ,并 测定 Ts DNA 连接 酶 能 否 重新 把 加 训 的 
DNA 连接 成 高 分 子 。 


13-3 用 于 基因 组 克隆 繁殖 的 噬菌体 载体 的 制备 


提要 


tll 2B Ba CK ERK “ER” (2 Wie Pa PR BY Ze Os ns), 以 用 于 连接 基因 组 DNA AY Méol 
酶 切片 段 。 本 节 将 介绍 2 种 载体 Charon 28 和 EMBL3。- 

Charon 28， 喉 菌 体 基因 组 可 取代 的 中 心 部 分 用 BamHl 切断 而 去 掉 。 然 后 必须 通过 
芒 糖 梯度 按 大 小 分 离 ， 除 去 中 心 部 分 ， 否则 它 将 与 克隆 繁殖 的 插 人 片段 竞争 可 用 的 载体 
efits 

EMBL3， 其 切断 的 可 取代 的 中 心 能 用 第 二 种 RE(EcoRI) 去 掉 它 的 粘性 未 端 ， 从 而 
使 其 在 随后 的 连接 反应 中 没有 活性 。 然后 用 异 丙 醇 沉淀 含 BamHl 粘性 未 端的 14bp 片 
段 。 这 样 可 以 不 需要 蔗糖 梯度 纯化 就 能 除去 中 心 部 分 的 片 眉 ， 避免 它们 与 真 核 细 胞 插 人 
AREAS Atk Swe, 


实验 所 需 时 间 


Charon 28: #35 
EMBL 3: #15 


特殊 装置 


超速 离心 机 (用 于 对 Charon 28 操作 ) 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 仪 
试剂 
Charon 28 DNA(BRL) 
EMBL3 DNA(Promega 或 Vector Cloning Systems) 
10 X T4 Pee rh 
0.5mol/L Tris, pH7.4 
0.lmol/L MgC, 
0.05mol/L DTT 
0.001mol/L 亚 精 胺 
10mmol/L ATP 配 在 水 中 ,用 NaOH 调 pH 到 7.4, 一 20c 冻 存 
氧 仿 
SS-RB 
乙醇 
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T4 激酶 ，17.5U/uUI (P-L) 
5mol/L NaCl 
TE 87 ik 
10 X iE 42S 4277 i 
T4 428, 100U/ul (NEBL) 
BamH! (BRL #% NEBL), 10U/ al 
10 x Bam HI 缓冲 液 
0.5mol/L NaCl 
0.lmol/L Tris, pH 7.4 
0.1mol/L MgCl, 
—20C FE 
10 x EcoRI 缓冲 液 
0.5mol/L NaCl 
lmol/L Tris, pH7.4 
0.1mol/L MgCl, 
—20C RF 
EcoRI, 10U/ul (BRL 或 NEBL) 
3mol/L S& A, pH6.0 (工作 液 0.35mol/L) 
AB 
方法 
为 了 制备 Charon 28 的 “ 臂 " ,粘性 未 端 被 磷酸 化 并 互相 连接 形成 环 状 基因 组 。 中 心 
部 分 用 BamHI 切 掉 并 经 蔗糖 梯度 分 离 , 从 臂 " 中 分 离 出 来 。 
Charon28/BamHI 展 ”的 制备 : tb R55 BRIA T A MIE) 


I. 在 微量 离心 管 中 加 入 : 
Charon 28 DNA (lyug/ ul) 500 ul 


10 x T4 激酶 缓冲 液 1001 
T4 激酶 20 ul 
10mmol/LATP, pH7.4 100 ul 
水 280 ul 


2.37°C 保温 1 小 时 。 分 到 2 个 微量 离心 管 中 。 

3.8 1 KR (500ul) SS- 葵 酚 :氯仿 (1:1)。 混 匀 ， 离 心 2 分 钟 使 相 分 离 。 上 层 
TK ABR El ES 

4.82 500ul 氯仿 , 混 匀 。 离 心 分 相 。 

5. 水 层 移 到 新 管 中 。 

6. 4S IM 50u] Smol/L NaCl, ff lml 乙醇 。 六 浴 10 分 钟 。 

7.4sC 离 心 5 分 钟 。 
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8. 弃 去 上 清 液 。 加 lml 80% 乙醇 洗 沉 淀 。 离 心 。 弃 去 上 清 液 。 
9. 真空 干燥 DNA 沉淀 。 
10.DNA 沉淀 分 别 悬 浮 在 250ml TE 缓冲 液 中 。 合 并 2 个 样品 并 在 一 20"C Fo 
将 切 开 的 末端 相互 连接 形成 环 状 史 菌 体 基因 组 。 
11. 将 下 列 试剂 加 在 一 起 : 
磷酸 化 Charon 28 DNA 500 ul 


10X 连 接 酶 缓冲 液 100 al 
T4 ER 50 ul 
水 350 ul 


12.14°C (pila 4 /\to 65°C 加 热 10 分 钟 通过 酶 的 热 钝 化 终止 反应 。 


片段 的 切除 


13. 加 100z1 Smol/L NaCl 和 1000 U BemHI[ 注 释 (1)]。37%C 保温 ?小 时 。 
14. 按 步骤 3 一 9, 进行 抽 提 和 乙醇 沉淀 


15. 将 DNA 重新 悬浮 在 480m TE 缓冲 液 中 。 Hi hag uate (7.4kb) 


BERS” (32.8kb) 分 离 。 

16. 按 13-2 所 述 ， 在 6 个 芒 糖 梯度 管 中 从 插 人 片 朋 中 分 离 “ 臂 "， 向 每 个 梯度 上 加 
80ul 上 述 混 合 物 ( 约 占 从 步骤 15 得 来 的 混合 物 总 体积 的 1/6)e 

17. 离心、 收 集 、 分 析 (13-2)。 合 并 含 32.8kb“ 臂 ”的 部 分 。 从 管 底数 起 的 第 一 峰 是 
“ 臂 "。 在 琼脂 糖 胶 上 对 梯度 分 离 的 部 分 进行 电泳 可 以 确证 (5-5)e。 小 心 含 744kb 中 心 片 
RNS 

18. 加 2.5 AACR, —20° 冷 几 小 时 或 过 夜 。 


| om 
19.4% 12000 x g 离心 10 分 钟 。 弃 去 上 清 液 。 


20. 用 lm) CMTE. 离心 , 弃 去 上 清 液 , 空 气 干燥 沉淀 
21.DNA 以 0.5w8g/ Al BIE TE 缓冲 液 中 ,一 20%C 冻 存 。 用 琼脂 糖 凝 胶 电泳 和 省 


乙 锭 染色 (9-1) 检 查 臂 “ 的 纯度 和 DNA 浓度 。 与 已 知 的 DNA 标准 比较 ,以 下 操作 进 人 . 


13-4, 


EMBL 3 4 #% #4 


用 BamHI 消化 EMBL3 释放 出 中 心 片 段 。 再 用 EcoRI At, MHD RERE 
BamHI 末端 ， 结 果 它 不 再 与 部 分 Mbol 酶 解 的 插 人 片段 竞争 与 载体 臂 的 连接 。 蜡 丙 醇 
沉淀 以 选择 性 地 除去 被 EcoRI 切割 的 38emHI 末端 。 


用 BamH! 消化 EMBL 3 DNA 


1. 加 和 人 下列 试剂 : 
EMBL 3 DNA (500ug) 500a 
10 X BamHI 缓冲 液 100ul 
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BamHI (10U/ zl) 100 ul 

水 300 wl , 
2.37°C 保温 2 小 时 。 
3. 按 Charon 28 制备 中 的 步骤 3-90 AMT M UT to 
4. 沉 淀 重新 悬浮 在 500ul TE 缓冲 液 中 。 


用 EcoRI 消化 EMBL 3 DNA 


5. 加 和 人 下 列 试剂 
从 步骤 4 来 的 DNA 500 ul 
10 X EcoRI 缓冲 液 100 pl 
EcoRI¢€1 000U) 100 ul 
7k 300 zl 
6. 37°C 保温 4 小 时 。 
7. 按 Charon 28 制备 中 的 步骤 3 一 9, 抽 提 \ 沉淀 和 回收 。 
8. 沉 淀 重新 悬浮 在 500ul TE 缓冲 液 中 。 
FA AF iz 
9.76 500ul 从 步骤 8 来 的 DNA 中 加 :75 3mol/L 醋酸 钠 (pH6.0) 和 300ul & 
丙 醇 ,并 置 于 1.5ml 微量 离心 管 中 。 
10. 冰 浴 15 分 钟 。 
11.4°C 离心 10 分 钟 。 
12. BW EKA 200u1 0.35mol/L 酮 酸 钠 :乙醇 (1: 2.5) 洗 沉淀 。 
13. 4°C 离心 10 分 钟 。 
14. 重 复 步骤 12 13, 
15. 弃 去 上 清 液 ,真空 干燥 沉淀 。 
16. 将 - 臂 " 以 0.5ug/al 溶解 在 TE 缓冲 液 中 [注释 (2)]。 
17. —20°C 贮存 , 进行 13-4 的 操作 。 


注释 


C1) 建议 测定 一 下 用 于 制备 克隆 载体 的 Bom) RE 是 否 能 产生 出 高 比例 的 粘性 末端 。 一 种 质粒 > 
例如 pBR322 能 被 BemHI 完全 切 开 , 然后 用 DNA 连接 酶 将 BamHI 切割 的 质粒 重新 连接 起 来 。 切 
割 和 重新 连接 的 片段 在 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 上 应 该 显示 :在 此 重新 连接 的 样品 中 ， 其 95% 以 上 DNA 染 
色 是 处 于 连接 形式 。 否 则 , 这 批 BemHI 不 可 能 给 出 好 的 结果 。 

(2) 检查 劈 - 的 回收 是 重要 的 ,为 了 做 到 这 一 点 , 取 一 部 分 样品 加 热 到 60°C 以 溶解 粘性 末端 , 走 琼 
脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 并 与 同样 加 热 到 60° MAA Aindill 切割 的 4 DNA 比较 。 通过 与 已 知 DNA 标 
HELL BB 染色 强度 来 测定 臂 "的 浓度 。 


参考 文献 


Blattner, F., et al., Science 196: 161, 1977. 
Frischauf, A. M., Lehrach, H., Poustka, A., and Murray,N.,J. Mol. Biol. 170: 827, 1983.*Molecular 
Biologicals,” Promega Biotec, 1984. 
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13-4 基因 组 DNA 连接 到 噬菌体 前 上 并 包装 形成 文 庆 
提要 


制备 经 Mbol 部 分 消化 的 基因 组 DNA ,将 其 连接 到 已 准备 好 的 噬菌体 “ 璧 ”上 。 为 了 
得 到 合适 的 文库 , 根据 一 系列 试验 的 经 验 测 定 基因 组 DNA 片段 与 克隆 繁殖 载体 的 最 适 
北 。 基 因 组 DNA 片段 的 剩余 部 分 即 以 此 最 适 比 连接 到 载体 上 ，, 并 使 重组 吻 菌 体 在 体外 
包装 。 包 装 好 的 噬菌体 用 于 感染 相应 的 大 肠 杆 菌 宿主 (例如 LE392), 产 生 文 库 。 


位 验 所 需 时 间 

第 一 天 : 1 小 时 

第 二 天 : 4 小 时 
试剂 

10X 连 接 酶 缓冲 液 

T4 DNA 34:#:8§,100U/,1 (NEBL) 

TMG 缓冲 液 〈Tris，MgSO,;, 明 胶 ) 

包装 用 抽 提 物 ( 例 如 : 从 Promega Biotec 生产 的 Packagene) 
方法 

实验 准备 


制备 经 Mbol 部 分 消化 的 插入 片段 (3-2)。 制 备用 于 插 人 的 载体 臂 "13-3)o 
连接 [注释 (1)] 


1. 为 了 达到 产生 文库 的 最 大 效率 ， 必 须 从 少量 一 系列 连接 和 包装 的 反应 中 ， 经 验 性 
地 测定 SAR RS RARE BRA PRR: 在 5 个 1.5ml 微量 离心 管 中 ( 标 
4 一 E) 加 入 下 列 试 剂 : 
10X 连 接 酶 缓冲 沪 1ui 
“(0.5 ug / ul) 2 ui 


在 每 个 试管 中 加 入 


Mool fhA FER (0-25ug/ul) 


水 


fain lul T4 DNA 连接 酶 ,每 管 总 体积 为 10ml。 
3. 稍 离 心 使 内 容 物 沉淀 于 管 底 并 混合 。14% 保 温 12 一 16 小 时 .连接 物 贮 存在 一 20% 
直至 准备 包装 。 
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a ce cmc a 


包装 

4. 为 了 简单 和 方便 ,这 一 步 可 用 商品 包装 抽 提 物 (例如 :Promega 生产 的 Packagene), 
每 管 10ul 连接 物 ， 按 产品 说 明 所 提供 的 操作 进行 包装 。 这 包括 将 连接 产物 与 包装 用 抽 
提 物 的 样品 混合 ，22sC 保温 2 小 时 。 如 果 选 择 自己 制备 的 包装 用 抽 提 物 ， 那么 可 按照 一 
些 已 发 表 的 方法 做 ( 见 下 面 的 参考 文献 )o 

5. 包 装 后 ， 混 合 物 用 TMG 缓冲 液 稀释 到 250w。 包 装 的 DNA 贮存 在 4°C, RA 
要 冰冻 。 

6. 从 这 些 稀释 液 中 取 一 部 分 接种 ,测定 制备 文库 的 最 适 比 (13-5)。 以 最 适 比 进行 若 
干 次 连接 和 包装 反应 并 合并 。 滴 定制 备 的 文库 并 接种 以 进行 筛选 或 扩 增 (13-5 一 13-7)e 


注释 

(1) FRIES" A Mbol RAK BE EDTA 浓度 小 于 immol/L 的 溶液 中 稀释 ; 否则 连接 和 包装 
-过程 可 能 进行 得 不 好 。 
:参考 文献 


-Maniatls. T., Fritsch, E. F., and Sambrook, J., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory, New York, 1982. 


13-5 包装 好 的 文库 的 滴定 和 平板 培养 
提要 


本 方法 用 于 评价 产生 克隆 的 最 适 的 连接 和 包装 条 件 。 滴 定 被 包装 的 连接 产物 的 不 同 
稀释 物 ， 以 测定 制备 文库 的 最 适 条 件 。 在 制备 型 文库 形成 后 ， 叹 菌 体 可 以 接种 以 进行 得 
选 , 或 文库 可 被 扩 增 。 


实验 所 需 时 间 


BOR: 2 
第 二 天 : 2) 
试剂 

LB 培养 基 
Baw 20% 重量 /体积 , SERA) 
10mmol/L MgSO, 
LB MEAS 10mmol/L MgSO. 
LB 琼脂 板 
LE 392 细胞 

顶层 琼脂 糖 

0.8g 琼脂 糖 加 到 100ml LB 培养 基 中 


3 Ps 


iH 


Pale KE» HIE) 48°C, lml 灭 菌 的 1mol/L MgSO, 
方法 
实验 准备 
按 13-4 中 所 述 , 以 多 种 载体 /插入 片段 的 比例 连接 和 包装 基因 组 DNA。 


制备 接种 的 细胞 
1. 在 500ml 无 菌 培养 瓶 中 的 100ml 无 菌 LB 培养 基 ( 含 2ml 麦芽 糖 咨 液 申 ) 接 种 
新 鲜 的 LE392 细菌 菌落 [注释 (1)]。 生 长 到 600nm 波长 时 的 .0.. D. 接近 1.0. 
2. 置 于 2 个 无 菌 的 50ml 螺 盖 聚 丙 烯 管 中 ,2 500x8g 离心 :10 分 钟 收集 细胞 。 
3. 弃 去 上 清 液 。 每 管 中 的 沉淀 重新 悬浮 于 25ml 无 菌 的 10mmol/L MgSO, 中 。 下 
量 约 1—2X10? 细胞 /ml。 
4.LE 392 细胞 能 在 4°C 贮存 2 周 以 上 。 超 过 此 贮存 期 接种 效率 可 能 略 有 下 降 。 


接种 1 噬菌体 (或 包装 DNA) 以 测定 注 度 


5. 从 每 250 ul 包装 反应 (13-4 步骤 5) 物 中 取 lvl) 9941 TMG 中 。 45H Lat 
和 10 岂 的 这 种 稀释 液 加 到 一 系列 13X100mm SH, -必须 保证 将 没有 插 人 物 的 克隆 繁 
殖 载体 (由 13-4 中 的 A 管 得 到 ) 做 同样 的 稀释 和 接种 ,用 作 空白 对 照 。 

6. 每 管 加 入 从 步骤 4 得 来 的 200ul LE 392 细菌 。 混 合 。 室 温 放 置 20 分 钟 。 

7.72 48°C 加 2.5ml 含 10mmol/L MgSO, 的 LB 顶层 胶 。 在 室温 立即 将 每 管 加 到 
LB 琼脂 板 上 (20-6)。 旋 转 铺 平 顶 层 胶 。 

8. 在 室温 下 使 顶层 胶 凝 固 5 分 钟 ,倒置 平板 并 在 37°C 保温 8 一 16 小 时 。 融合 生长 的 
LE392 细胞 上 由 于 细菌 溶解 而 出 现 空 碍 区 。 

9. 计算 每 种 包装 反应 的 滴 度 。 计 数 每 个 平 严 的 空 碍 数 并 与 空白 对 照 比 较 ( 见 步骤 5)。 
如 果 文 库 构 建 是 成 功 的 ， 那 么 在 最 适 浓度 时 ， 有 插 人 片段 的 样品 与 没有 插 人 片 外 的 样品 
tk, 滴 度 至 少 高 5 一 10。 

扩 增 

10. 如 果 需 要 扩 增 ， 在 最 适 条 件 下 用 足够 产生 一 个 文库 的 样品 反复 连接 和 包装 ,但 不 : 
得 扩大 反应 的 规模 [注释 (2)]。 对 哺乳 动物 基因 组 来 说 ,一 个 合理 的 目的 基因 文库 大 小 为 
1 一 2X105 空 斑 。 合 并 包装 混合 物 ， 通 过 接种 滴定 此 混合 物 以 测定 该 文库 中 所 产生 的 鸭 
菌 体 数 ,或 文库 的 基数 。 


11. 下面 7 步 叙述 了 接种 文库 用 于 筛选 。 如 果 需 要 筛选 前 扩 增 文库 ， 则 参阅 13-7 的 
作法 ,并 在 扩 增 后 回 到 步骤 12。 


接种 文库 用 以 得 选 


12. 一 般 说 来 ,通过 在 每 块 90mm LB 琼脂 板 上 接种 约 10' MRE, fi we 5 Xx 10°—10" 
吻 菌 体 ( 总 量 为 50 一 100 块 板 江 注释 (3)]。 开 始 取 20ml 接 种 用 的 LE 392 细 菌 加 人 无 菌 塑 料 
有 盖 管 中 (步骤 4, 在 10mmol/L MgSO, 中 7) 加 入 5X10 一 -10 已 滴定 过 的 包装 混合 物 (或 . 


。Tl12i。 


预先 扩 增 并 滴定 过 的 文库 ), 混 合 。 

13. 室温 放 20 分 钟 使 噬菌体 吸附 到 细胞 上 。 

14. 吸 200u] 吸附 的 细菌 为 一 份 ， 分 别 加 到 50 一 100 个 无 菌 13 X 100mm 玻璃 管 
Po 

15. MA 2.5m] REA 48°C 无 菌 LB 顶层 琼脂 糖 ， 并 立即 加 到 LB 琼脂 板 上 
: 忒 室温 ), 旋 转 铺 平 。 
16. 令 顶 层 琼 脂 糖 在 室温 凝固 15 分 钟 。 将 平板 反 转 并 在 37%C 保温 8 一 16 小 时 。 
17. 在 此 期 间 喉 菌 斑 开始 形成 [注释 (47 ]。 
18. 贮 存 于 4°C 直到 筛选 。 


注释 

(1) LB 培养 基 、MgSO4.、 琼 脂 等 必须 灭 菌 后 使 用 。 考 芽 糖 将 增加 宿主 菌 上 大 叭 菌 体 受 体 数 。 

(2) 例如 ; 假如 最 适 连接 的 产量 为 .2 x 10° 鸣 菌 斑 / 管 ， 那 么 这 样 的 10 管 合 并 可 得 到 2 x 10° OBR 
Bio 

(G3) 此 外 能 用 150mm 板 , 每 板 种 2 x 104 鸣 菌 体 。 如 果 用 这 些 较 大 的 板 ， 那 么 在 步骤 14 中 将 用 较 

大 的 试管 ,步骤 15 中 用 7ml 体积 。 

(4) 为 了 做 最 适 的 筛选 , 噬 菌 斑 应 该 是 明显 的 ， 但 又 要 不 太 大 ， 以 致 不 会 在 板 上 产生 融合 的 叹 著 
HOA SERMON RE ILMB, 8 小 时 后 仔细 观察 。 并 当 叭 菌 斑 开始 出 现时 :将 板 移 到 4%C。 
FEAT 让 叭 菌 体 继续 生长 一 会 儿 。 


13-6 用 放射 性 标记 的 探 针 和 饰 选 平板 培 养 的 文库 


提要 


本 法 叙述 了 通过 与 放射 性 探 针 杂交 来 筛选 吻 菌 体 克 隆 的 步骤 。 从 铺 板 接种 的 噬菌体 
来 的 DNA 转 到 圆 形 NC 滤 膜 上 与 标记 探 针 进行 杂交 (从 7-1 缺口 翻译 或 6-2 HA RR 
针 的 “P 末端 标记 来 的 探 针 )。 几 轮 接种 铺 板 和 筛选 将 产生 纯 的 叹 菌 体 克 隆 用 于 进一步 
生长 和 特性 测定 。 


实验 所 需 时 间 
1 周 
试剂 
0.2mol/L NaOH & 1.5mol/L NaCl 
2 x SSC € 0.4mol/L Tris, pH7.4 
2x SSC | 
RRAPRNAS 
# 6&4; DNA, 2mg/ml 
’ 10mol/L NaOH 
2mol/L Tris, pH7.4 
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lmol/ HCl 
含 10mmol/L MgSO, 的 LB 顶层 琼脂 
TMG 缓冲 液 


Fi 
实验 准备 
以 适当 密度 将 文库 (或 扩 增 的 文库 ) 铺 板 接 种 ( 见 13-5) DA GE Be 


转移 到 膜 上 


1. 翻 过 平 严 使 琼脂 一 面 朝 下 并 移 去 中 盖 。 室 温 空气 干燥 约 30 分 钟 。 
2. 用 墨水 《例如 Skilcraft 笔 ) 对 每 个 平 严 标 上 数字 并 标记 相应 的 NC 滤 膜 ( 例 关 # 
S&« SBA 85,82mm). 
3. 小 心地 在 琼脂 上 方 放 滤 膜 , 有 数字 的 一 侧 向 上 。 在 05-1 So BIER, 放 约 
20 分 钟 使 噬 菌 斑 吸 附 到 NC ko 
4. 为 了 提供 滤 膜 与 平板 的 方向 (这 是 非常 重要 的 )， 用 一 个 请 洁 的 18 SSC ope 
不 对 称 地 ) 通 过 滤 膜 和 琼脂 糖 刺 5 一 10 个 孔 。 
5. 用 平头 鱼子 小 心 和 缓慢 地 从 平板 上 取 下 滤 谭 不 要 移动 含 只 菌 体 的 玉 引 糖 顶层 。 用 
记号 笔 在 平板 底部 标 出 针 孔 。 
6. 滤 膜 数字 面 朝 下 ,室温 干燥 30 分 钟 左右 。 每 个 平板 再 进行 第 二 次 转 印 。 第 二 次 转 
印 用 于 消除 假 阳性 ,因为 所 有 真正 的 阳性 在 二 次 转 印 中 应 该 在 同一 部 位 杂交 。 此 外 ,第 二 
次 转 印 的 滤 膜 可 以 与 第 二 种 探 针 杂交 。 
7. RUC TERA 100ml 下 列 3 种 溶液 中 (每 种 30 一 60 秒 ); 
0.2mol/L NaOH, 1.5mol/L NaCl 
2 x SSC, 0.4mol/L Tris, pH7.4 
2.1x6$8C6 
SE 25 PRL HA 
8. 有 喉 菌 体 的 一 侧 向 上 ,在 Whatman 3MM 滤纸 上 于 室温 将 NC 小 膜 干燥 1 小 时 。、 
9.80°C 真空 妨 干燥 2 小 时 。 


与 滤 膜 杂 交 

10. 在 杂交 缓冲 液 中 浸 刘 所 有 滤 膜 。 对 缺口 翻译 的 探 针 用 N 组 冲 液 ,对 合成 探 针 用 s. 
缓冲 液 。 

11. 在 1L 的 烧杯 中 放 人 滤 膜 并 加 足 量 杂交 缓冲 液 以 覆盖 滤 . 膜 〈 每 100 张 滤 膜 约 
250ml)。 

12. 制备 杂交 探 针 。 如 果 用 合成 探 针 加 10°cpm/ml 并 按 步骤 14 HE. 0.25 eg Lhe 
性 约 108cpm/ ug 的 缺口 翻译 探 针 转 到 50ml 螺 盖 管 中 。 加 0.5ml (2mg/ml) H 4H 
DNA 溶液 。 为 了 使 DNA 变性 ,依次 加 和 人 50ul 10mol/L NaOH, 300y1 2mol/L Tris 
《pH7.4)、500wl lmol/L HCl ( 沿 管 壁 逐 滴 加 人), 并 在 振荡 器 上 混 匀 。 

13. 将 此 变性 的 探 针 加 到 有 滤 膜 的 缓冲 液 的 烧杯 中 。 旋 转 混 合 。 


。114 。 


14. 42sC 振荡 培养 ( 轻 轻 搅动 ) 4 一 16 小 时 ， 使 缺口 翻译 探 针 杂交 。 对 于 合成 探 针 保 
温 温 度 可 能 改变 , 见 6-3。 


15. 从 烧杯 中 倒 出 杂交 缓冲 液 [ 注 释 (1) ]。 加 入 500ml 含 0.1%SDSCw/v) 的 -2XSSC 洗 . 
滤 膜 。 室 温 轻 轻 摇动 15 分 钟 。 如 果 用 合成 探 针 , 按 6-3 的 方法 洗涤 ， 然 后 进行 步骤 18。 
16. 按 步 骤 15， 倒 掉 溶 液 再 洗 2 次。 在 用 低 盐 缓冲 液 洗 之 前 用 纸巾 吸 干 滤 膜 。 
17. 在 52sC 用 500ml 含 0.1%SDS 的 0.1XSSC 洗 滤 膜 (15 分 钟 )2 次 以 上 [注释 (2)]。 
18. EMAAR. A Whatman 3MM JRF IER, 并 在 空气 中 干燥 1 小 时 。 
19. 将 NC 滤 膜 放 到 几 张 3MM 滤纸 上 , 用 放射 性 墨水 在 3MM 滤纸 上 作 标 记 。 用 
清洁 的 塑料 膜 盖 好 已 固定 的 滤 膜 。 在 带 增 感 屏 的 XAR-5 胶片 上 曝光 (一 70*c ) 过 夜 ， 直 
到 能 检测 出 可 能 的 阳性 讯号 [注释 (3) Jo 


第 二 级 筛选 

20. 取 200wl LE 392 指示 细胞 ( 见 13-5 步骤 4) 到 一 个 13 x 100mm 管 中 。 加 入 
48°C4 10mmol/L MgSO. 的 LB 顶 层 胶 2.5mlo 在 室温 立即 倒 人 “90 二 直 B 琼 脂 板 ,室温 . 
冷却 5 分 钟 ;形成 一 层 细 菌 细胞 。 在 平板 底部 划 大 约 50 个 格子 用 于 接种 噬菌体 [注释 (4) ]。 

21. 有 放射 性 墨水 标记 的 胶片 放 在 滤 膜 上 对 好 。 用 记号 笔 在 胶片 上 滤 膜 定位 孔 处 作 
上 标记 。 用 一 个 灯 来 帮助 定位 。 将 有 阳性 克隆 的 平板 放 在 有 阳性 克隆 的 和 线 片上 对 好 位 
置 (在 胶片 和 平板 上 作出 标记 )[ 注 释 (5)]。 

22. 用 牙签 在 文库 平板 上 的 有 阳性 放射 自 显 影 信 号 的 区 域 上 触 一 下 《可 用 20 根 牙 签 
覆盖 整个 阳性 区 )。 

23. 将 牙签 上 的 鸣 菌 体 转 到 长 细 蓝 的 平板 的 各 个 方 格 中 《牙签 末端 轻 轻 刺 人 琼脂 )o 

24. 倒置 平板 ,37%C 保温 过 夜 。 

25. eR 1 一 19 放 上 NC 滤 膜 ,进行 筛选 。 


Fe = A ih i 


26. B— RAE TS BE SE Bi LEAR PE 
签 转移 ( 约 10 一 107 BRE HK) 0 

27. 将 牙签 滞 人 到 有 10ml 无 菌 TMG 缓冲 液 的 无 菌 管 中 。 振荡 混合 使 噬菌体 分 
散 。 

28. 从 步骤 27 取 0.25w 和 2.541 TMG 混合 液 加 到 2 KS 200u] LE392 细胞 (13- 
5 步骤 4) 的 无 菌 13 X100mm 管 中 [注释 (6)]。 加 入 2.5ml 含 10mmol/L MgSO, 的 LB 顶 
层 琼 脂 (48"C )。 室 温 下 立即 加 到 90mm LB 琼脂 板 上 , 铺 平 。 室 温 凝固 15 Sh, 

29. 倒置 平 严 ,37sC Rin. 每 个 平 亚 应 该 形成 50 一 500 个 分 散 的 吻 菌 斑 。 

30. 用 清洗 的 牙签 从 100 一 200 个 分 散 良 好 的 鸣 菌 斑 中 将 喉 菌 体 转 到 有 LE392 细 菌 生 : 
长 的 板 上 ( 按 步 又 20 第 二 级 筛选 那样 画 好 格子 )。 对 每 个 三 级 筛选 克隆 重新 进行 分 析 。 

31. 倒置 平板 ，37%c Ri Ko 

32. KR 1 一 19, 杂交 和 筛选 第 三 级 的 平板 。 阳 性 点 是 提纯 的 吻 菌 体 。 现 在 对 每 个 


+ Lisi« 


2. 旋转 


3. 放置 
4. Rig 
1. 将 有 感染 细胞 的 顶层 
RAE LB SRL 
6. KA NC 滤 腊 
针头 
Kate 


7. 用 针头 在 滤 膜 - 琼脂 上 刺 孔 


8. Faith we AR 


阳性 克隆 


针 孔 标记 
9. 变性 .洗涤 和 干燥 杂交 缓冲 液 


10. 与 放射 性 标记 的 探 针 杂 交 14. 鉴定 阳性 克隆 


13.2 筛选 基因 文库 中 的 阳性 克隆 。 接种 后 生长 到 适当 密度 ， 噬 菌 体 移 到 一 张 NC 或 尼龙 涉 膜 上 。 BREN 
DNA 与 放射 性 标记 的 探 针 杂 交 * 通 过 滤 膜 的 放射 自 显影 测定 出 产生 感 兴趣 DNA 的 噬菌体 位 置 。 为 了 确定 阳性 斑 
的 位 置 ,在 平板 波 腊 和 自 显 影 图 相应 位 置 上 做 好 标记 是 重要 的 。 


第 一 次 阳性 来 的 “优胜 者 ”的 一 个 代表 ,用 牙签 转 到 5ml TMG 缓冲 液 中 ， 如 步骤 268 
33. 加 1 所 TMG 混合 液 到 200ul LE392 细胞 中 (13-5 步骤 4), 按 步 又 28 和 29 制 
板 。 倒 置 平 板 , 37CW Ko 


116% 


34. 在 此 平板 上 的 所 有 鸣 菌 斑 代 表 了 该 克隆 提纯 的 噬 菌 斑 。 用 parafilm 封 好 此 平 
板 ， 贮 存 于 4°c 作为 克隆 保存 物 。 从 平板 上 取出 的 单个 鸣 菌 开 能 用 于 此 噬菌体 的 大 量 生 
(12-1 #1 12-2), 


注释 


(1) 安全 地 处 置 好 放射 性 物质 。 

(2) 如 果 在 探 针 和 被 入 克隆 间 存 在 不 完全 的 同 源 性 ,那么 对 洗涤 的 要 求 就 可 降低 (例如 较 低 的 洗 
涤 温 度 )。 同 样 对 窒 核 苷 酸 探 针 的 杂交 和 洗涤 条 件 是 不 同 的 ,必须 个 别 调整 ， 对 所 用 的 赛 核 昔 酸 探 针 根 
据 经 验 找 出 最 适 条 件 。 

(3) 在 NC 2B LARNER AARON T 5 x RBH ANF 

(4) 有 格子 的 平板 能 买 到 。 

(5) 一 个 有 灯 的 匣子 将 有 助 于 对 齐 位 置 。 

(6) 如 果 微 量 吸管 不 能 加 0.25pl, 可 以 用 TMG 缓冲 液 作 1:10 稀 有 释 ,然后 加 2.5116 


”参考 文献 


Benton, W.,and Davis, R., Science 196: 180, 1977. 


13-7 文库 的 扩 增 


本 法 用 于 在 合适 的 宿主 菌 中 扩 增 基因 组 或 cDNA 文库 。 扩 增 一 般 产 生 10 以 上 文 
库 复 本 ， 从 而 保持 进一步 筛选 所 需 的 量 。 如 果 有 些 史 菌 体 克 隆 在 扩 增 期 间 比 另 一 些 生长 
更 有 效 , 那 么 会 改变 要 扩 增 的 文库 。 因 此 在 扩 增 前 最 好 先 筛选 出 一 部 分 文库 (13-6)o 


实验 所 需 时 间 
第 一 天 : 0.5 小 时 
第 二 天 : 1 小 时 
试剂 
LB 软 琼 脂 


加 1.58g 琼脂 到 500ml LB 培养 基 中 , RERAB, SAF 48°c, MM 5ml TAN 
1mol/L MgSO, 


NaCl 〈 结 晶 ) 
氯仿 
LB shah 
方法 
实验 准备 
制备 铺 板 接种 用 的 LE392 细胞 (13-5 步骤 1 一 4)。 制备 和 滴定 含 待 扩 增 的 文库 的 


8 了 和 


包装 混合 物 413-1 和 13-5)o 
操作 步骤 


1. 对 每 2X10: 个 文库 组 成 成 分 , 在 一 无 菌 的 13X100mm SHH 200pL LE392 4H 
SEH 2X10 鸣 菌 体 的 已 滴定 过 的 包装 混合 物 混 合 。 因此 一 般 扩 增 一 个 约 2x 10 空 
斑 的 完整 文库 将 需要 100 个 管子 。 室 温 培养 20 分 钟 完 成 吸附 。 

2. 每 管 加 入 2.5ml 含 10mmol/L MgSO, 的 软 琼 脂 (48"c ) ,在 室温 下 立即 倒 在 90mm 
LB 了 琼脂 板 上 , 铺 平 。 不 要 倒置 平板 或 使 琼脂 滑 出 。37%c 生长 6 一 10 小 时 。 

3. 当 平板 开始 形成 针尖 状 鸣 菌 斑 但 还 未 长 大 融合 前 ， 用 无 菌 的 塑料 刮刀 或 弯曲 的 玻 
璃 吸管 取出 软 琼 脂 , 从 平板 上 移 到 1L ORR. ME 100ml 体积 加 2ml Aso 

4. 混合 物 在 无 菌 锥 形 管 中 以 3000Xg 离心 10 分 钟 。 斑 脂 和 细菌 碎片 在 管 底 形成 
沉淀 。 取 出 含 扩 增 的 文库 的 上 清 液 。 

5. 测量 体积 。 加 足 量 结晶 NaCl 使 浓度 达 1mol/Lo 

6. 通过 稀释 和 种 板 法 〈20-7) 滴定 扩 增 的 文库 。 一 般 滴 度 是 5X10°—10"/ml GR 
体 。 

7. 在 无 菌 试管 中 ,以 1ml 分 装 文库 并 加 3 滴 氯 仿 , 在 4%C 贮 存 。 
8. 每 次 种 板 和 筛选 前 重新 滴定 文库 。 


〈 沈 倍 奋 译 c 姚 志 建 校 》 


e 1th 


147% cDNA 克隆 繁殖 到 AgtiO 和 4gtll 中 
14-1 cDNA 克隆 繁殖 载体 1atl0 和 Astll 的 制备 


cDNA 克隆 与 基因 组 DNA 克隆 的 区 别 在 于 前 者 代表 一 种 mRNA 的 永久 性 复 本 
因此 cDNA 克隆 代表 基因 中 被 表达 为 mRNA 的 部 分 ,在 这 个 最 简单 的 例子 中 ， RAB 
因 组 .DNA 中 所 包含 的 内 含 子 ,通常 也 没有 调节 顺序 。 从 实践 的 观点 来 说 ,基因 组 DNA 
文库 可 通过 将 适当 地 消化 后 的 基因 组 与 制备 好 的 载体 相连 接 而 建立 ,而 cDNA 文库 则 需 
通过 一 系列 的 酶 反应 来 建立 ,首先 要 产生 "第 一 条 链 ”, 也 即 与 RNA BA DNA 链 ， 然 
后 再 将 RNA 链 移 去 并 用 DNA 的 "第 二 条 链 ? 来 代替 ,随后 再 将 此 新 的 双 链 DNA 连 人 
合宜 的 载体 。 基 因 组 DNA 克隆 繁殖 载体 通常 能 容纳 4 一 20kb, 而 .cDNA 克隆 载体 的 容 
纳 量 则 不 能 超过 6—8kbo 

AgtlO 和 agtll 是 由 Richard Young 和 Ronald Davis 设计 的 为 了 从 真 核 细 胞 
mRNA 建立 cDNA 文库 的 噬菌体 克隆 繁殖 载体 。 它们 对 从 小 量 DNA 产生 许多 克隆 
是 十 分 有 效 的 (也 即 每 纳 克 cDNA 约 5 000 克隆 )。 MAA five MERE AE SS ip 选 
细菌 克隆 相 比 技术 上 优越 很 多 ,这 两 种 载体 在 建 库 方面 比 pBR 优点 多 。 

1gt10 载体 在 合适 的 宿主 中 与 未 携带 cDNA 的 载体 相 比 ,在 溶菌 生长 方面 有 强 的 生 
物 选择 性 。cDNA HAZ) 2gt10- 中 后 使 噬菌体 的 抑制 基因 《ceID) 失 活 。 当 - 1gt10 接种 
到 c600 的 hfIA《〈 高 频率 溶 原 性 ) 变 异体 上 时 , 仅 携 有 cDNA 插 人 片段 的 噬菌体 才 形 成 
溶解 性 菌 斑 , 而 在 非 hfl AY c600 宿主 上 , 携 有 插入 片 眉 与 不 拟 有 插 人 片段 的 叹 菌 体 都 形 
BCE BA BE. : 

Agtll 缺乏 上 述 的 选择 性 ,但 它 是 一 个 蛋白 质 表 达 cDNA 克隆 繁殖 载体 。cDNA ffi 
AFRe#E 1gt11 上 是 被 克隆 到 8- 半 乳糖 昔 酶 基因 编码 区 Cac Z) MRA A, 插 
人 的 cDNA }r Bea] se RIAA p-gal-cDNA 的 融合 蛋白 。 由 一 给 定 类 型 的 -mRNA 衍生 
来 的 6 个 重组 体 中 就 有 一 个 预期 会 有 合适 的 阅读 框 和 方位 供 正 确 翻 译 。 当 la ZEW 
用 异 丙 基 -8p-D- 硫 代 半 乳糖 吡 喃 糖苷 〈IPTG) 诱导 时 ， 此 融合 蛋白 就 被 表达 ， 即 可 用 抗 
体 探 针 来 检测 。 同 时 ，cDNA 的 插 人 使 lac Z 基因 产物 失 活 。 由 lac ZAgtll EER 
在 lac 2 ”宿主 上 形成 的 吻 菌 斑 不 能 代谢 5- 省 -4- 毛 -3- 呵 | 吕 基 -8-D- 半 乳糖 背 (5-bromo- 
4-chloro-3-indolyl-8-D-galactoside, (Xgal), 从 而 形成 透明 的 噬 菌 末 。LacZ2+ 非 重组 
体 ( 没 有 揪 人 片段 的 1gt11) 是 galt 并 能 代谢 Xgal， 产 生 蓝 色 的 噬 菌 斑 。 这 就 提供 了 
一 种 比较 颜色 的 选择 法 ， 可 区 别 出 有 插 人 物 的 透明 斑 与 无 插 人 物 的 蓝 色 .1gt11 WE BED 
28gt1l1l 与 Y1090 大 肠 杆 菌 宿主 一 起 生长 。 


实验 所 需 时 间 
从 制备 RNA 到 开始 对 文库 做 筛选 的 全 部 步骤 约 需 2 周 


eTI3 = 


试剂 


大 肠 杆菌 “600 和 大 肠 杆 菌 c600 hflA 用 于 1gt10,Y1090 和 BNN97 用 于 agtll 
TY1090 和 BNN97(ATCC 号 37194 ,其 基因 组 中 含 gt11) 可 由 American Type Culture 
‘Collection 得 到 ]。 菌 种 和 载体 也 可 从 Vector Cloning System 和 Promega Biotec 买 到 。 

强化 的 LB 在 LB 培养 基 中 顺序 加 入 下 列 无 菌 过 滤 的 贮存 滚 , 至 最 终 浓度 为 

2mmol/L MgSO, 
4umol/L FeSO， 
0.immol/L CaCl, 
0.15% 葡萄 糖 

10x EcoRI 缓冲 液 

700mmol/L, pH7.4 Tris 
500mmol/L NaCl 
50mmo!l/L MgCl, 

We .400mmol/L, pH7.0， 分 装 贮 存在 一 20%C 

EcoRICNEBL BRL) 

SS- RB 

ah 

5mol/L NaCl 

乙醇 

TE BA ik 

100mmol/L Tris,pH8.0, & Immol/L MgCl, 

ARALA 50mg/ml CFR DRAFT —20C) 

重建 LCIP 

冰冻 干燥 的 小 牛 小 肠 磷 酸 酯 酶 CBM) 
在 下 述 溶 液 中 配 成 0.6U/el: 
100mmol/L Tris,pH8.0 
10mmol/L MgCl, 
0.lmmolI/~ ZnCl, (或 0.lmmol/L ZnSQ,) 
INS RARE CB 50%), PREF —20° 


| 
: 
| 
: 
: 


方法 
AgtlO 克隆 繁殖 载体 的 培育 


1gt10 克隆 繁殖 的 “ 臂 > 有 商品 供应 。 如 果 克 隆 繁殖 载体 未 买 到 ， 可 按 步 又 1 一 17 来 
进行 制备 。 否则 则 可 直接 进入 14-2 的 操作 。 1gt10 为 cI+， 已 证 实 难 以 在 液体 培养 基 
中 生长 到 高 的 滴 度 。 本 生长 方法 已 被 充分 证 实 可 由 这 种 噬菌体 中 制备 DNA。 


高 滴 度 裂解 液 的 制备 
1. KBAR “600 于 振荡 条 件 下 ;在 强化 的 LB 培养 基 中 生长 至 600nm 处 的 0.D. 


*120。 


值 为 0.1 一 0.2。 

2. 以 一 无 菌 的 巴 斯 德 吸管 由 贮存 板 ( 按 20-7 的 方法 制备 ，c600 AEA) LRM 
的 噬 菌 斑 接 种 到 10ml1 含 c600 的 生长 液 中 。 

3.37C 剧烈 振荡 4 一 6 小 时 ,直至 溶菌 出 现 (出现 细 菌 细胞 的 碎片 ,溶液 澄清 , 培养 液 
起 泡 )。 加 2 滴 氯 仿 并 在 37%c 振荡 5 分 钟 。1 500 X 8 离心 去 除 细 菌 碎 片 ， 并 倾 出 上 清 
液 。 将 上 清 液 贮存 在 4%c 冰箱 中 。 此 即 含 吻 菌 体 的 裂解 液 。 

4. 以 c600 为 宿主 , 按 20-7 的 方法 做 连续 稀释 和 划 线 接种 ,以 滴定 吻 菌 体 贮 存 液 ( 约 


为 5 x 10"pfu/ml)。 鸣 菌 斑 的 中 间 应 是 混浊 的 ,说 明 是 cl” AeA, 


5.76 1L S(t) LB 培养 滚 中 培养 大 肠 杆菌 c600 至 600nm 处 的 O. D. 约 为 
0.2。 aS 
6. 将 细胞 与 2 x 10 pfu 的 贮存 液 共 同 保温 (第 4 步 )。 剧 烈 振荡 4 一 6 小 时 至 裂解 。 
7. 用 连续 稀释 和 划 线 接种 的 方法 滴定 生长 的 情况 。 它 应 该 是 3 X 10’pfu/mlo 
8. 按 12-2 步 又 ?一 31 浓缩 噬菌体 并 制备 噬菌体 DNA。 

REMAN A: EcoRI 消化 

9. 在 一 只 1.5ml 微量 离心 管 中 移 人 100ug agtl0 DNA (WF 380u] TE & wh HK 
中 ) 

4.5p1 10 X EcoRI 

4.541 400mmol/L 亚 精 胺 ，pH7.0 

250U EcoRI 
11. 37°C 消化 2 一 3 小 时 。 为 了 有 效 地 进行 cDNA 克隆 繁殖 ， 使 其 完全 消化 是 重要 
的 。 

12. 用 4501 SS- 葵 酚 和 毛 仿 的 混合 物 (1:1) 抽 提 。 充 分 混合 ， 置 微量 离心 管 中 离 心 
2 分 钟 。 上 层 水 相 取 到 新 管 中 。 

13. 加 450ul 氧 仿 至 水 相 中 ， 混 合 ， 并 离心 2 分 钟 。 将 上 层 水 相 移 人 一 新 的 管子 
中 。 

14. 50u1 5mol/L NaCl, 

15. 加 lml 乙醇 ， 将 试管 在 干冰 中 冰冻 10 分 钟 ， 置 微型 离心 机 中 4c 下 离心 2 分 
钟 。 

16. 倾 出 上 清 液 ,用 500zxl1 80% 乙醇 测 洗 沉淀 。 微 型 离心 机 上 离心 1 分 钟 。 

17. 倾 出 乙醇 。 空 气 中 干燥 沉淀 物 。 再 加 入 40041 TE 缓冲 液 以 重新 悬浮 14gt10 8”, 
一 20% 贮 存 直 至 使 用 。 注 意 : 乙醇 沉淀 后 , 唉 菌 体 DNA 可 能 会 难以 重新 悬 泽 ， 需 要 将 
DNA 置 CE 缓冲 液 中 4% 过 夜 ， 以 令 其 完全 重新 悬浮 。 以 下 进入 14-2 的 操作 。 


Agtll 克隆 繁殖 载体 的 制备 


注意 : 高 质量 的 2gtll 脱 磷 酸 EcoRI“ 辟 ”有 商品 供应 (Promega Biotech, part of 
Protoclone GT System)。 如 果 要 自己 制造 脱 磷酸 化 的 “ 臂 ", 按 下 列 方法 培育 2gt11。 因 
为 Agtll 含有 cl857 温度 敏感 阻 遏 物 ， 制 备 噬菌体 的 最 简单 方法 是 将 温度 调 到 43%C 以 


es。 121 。 


LB AHS 18gt11 BNN97 溶 素 原 , 用 氯仿 使 大 肠 杆菌 裂解 并 释放 出 噬菌体 6 如 
AIG SS”, WW BREA 14-2, 


Agtll “B’H we 


1. 将 菌 种 划 线 到 LB 琼脂 板 上 以 得 到 单个 的 BNNO7 集落 。 置 32sc 培育 。 

2. 将 几 个 单独 的 集落 划 到 2 块 LB 琼脂 平板 上 ,以 检查 深 素 原 的 温度 敏感 性 。 kK 
板 在 32s 培育 , 另 一 块 在 43% 培育 。 好 的 温度 敏感 溶 素 原 将 仅 在 32%C LEK, 

3. 向 10ml 的 LB 培养 液 接种 已 确定 的 温度 敏感 集落 。,32scC 振荡 培养 过 夜 。 

4. 在 1L 含 10mmol/L MgSO, 的 LB 培养 基 中 接种 上 述 由 第 3 步骤 得 到 的 培养 过 
夜 的 10ml 培养 液 。 在 32%c 剧 列 振荡 下 培育 至 600nm 的 O. D. 达到 0.5 一 0.7。 

5. 将 三 角 烧 瓶 放 人 热 水 浴 中 振荡 以 迅速 提高 温度 到 43°C RB RAAB, £ 43°C 剧 
Ning 15 分 钟 。 注 意 维持 恒定 的 温度 。 

6.38°C 下 剧烈 振荡 培养 3 小 时 ,小 心 维持 足够 高 的 温度 (超过 37° O WHE Se 

7. 向 培养 小 中 加 入 10ml 氯仿 以 裂解 细菌 。37%C 振荡 5 分 钟 。 

8. 加 120ml 5mol/L NaClo - 

9. DI 12-2 中 操作 步骤 9 一 31 的 方法 制备 叹 菌 体 和 DNAG 

10. 用 EcoRI 消化 制备 的 DNA 并 提纯 ,如 制备 1gt10 中 的 步骤 9 一 16。 用 400mul 
含 |mmol/L MgCl, 的 100mmol/L Tris(pH8) 重新 悬浮 消化 的 DNAo 


BBL Agtll, EcoRI “#” 


11. [A] 100g EcoRI 消化 的 Aagtll 中 加 入 10ul 重建 的 LCIP ,在 1.5ml 微型 离心 
管 中 用 缓冲 液 4( 如 步骤 10) 重 新 悬浮 。 

12. 37°C 保温 1 小 时 。 

13. 加 入 400ml SS- 茶 酚 和 和 氯仿 (1:17) 混 合 物 。 充 分 混合 ， 在 微型 离心 机 中 离心 5 分 
钟 。 

14. 将 上 层 水 相 移 人 一 根 新 的 管子 中 ， 加 4000 氯仿 。 混 合 。 在 微型 离心 机 离心 1 
分 钟 。 

15. 将 上 层 水 相 移 人 一 新 的 试管 中 ,加 50wl 5mol/L NaClo 

16. 加 lml 乙醇 充分 混合 ,在 干冰 上 冰冻 10 分 钟 。 置 微型 离心 机 中 4%c 离心 2 分 钟 。 

17. (iti LAK. 

18. 用 5004] 80% 乙醇 测 洗 沉淀 

19. 微型 离心 机 中 离心 1 分 钟 。 

20. 倾 去 乙醇 。 置 空气 中 令 况 淀 干燥 。 

21. 将 去 磷酸 化 的 1gt11 DNA 重新 悬浮 于 400wul TE 缓冲 液 中 。 叭 菌 体 DNA 可 : 
能 难于 悬浮 。 有 时 需 在 贮存 前 将 沉淀 在 4*c TR TE 中 于 置 过 夜 , 以 便 其 溶解 。 

22. 贮存 于 —20°c 直至 需 用 时 。 . 


Huynh,T., Young, R., and Davis, R., Consiracting and screening cDNA libraries in 1gt10 and Agtlle 


©1226 


In: DNA Cloning: A Practical Approach (D. Glover, ed.), IRL Press, Oxford, 1984. 
Young, R., and Davis, R., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 80:1194,1983. 


14-2 ”从 真 核 细 胞 mRNA 制 取 cDNA 播 入 物 


提要 


由 真 核 细 胞 分 离 mRNA 并 用 于 制 取 准备 插 人 到 2gt10 或 1gt11 喉 菌 体 中 的 cDNA 
[注释 (1) ], 这 是 一 个 为 制备 插 人 物 的 宛 长 的 、 涉 及 到 多 方面 的 操作 程序 。 有 下 列 步 又 : 

1. 分 离 总 RNA ##E (dT) 纤维 素 上 选择 出 聚 (A*T)RNAO 

2. 浓缩 豪 (A+) RNA(10ug/10ul)oe 、 

3. 经 反 转 录制 取 mRNA 的 互补 复 本 (cDNA)o 

4. 用 RNase H 部 分 分 解 RNA, 通过 DNA 聚合 酶 @ 产生 的 DNA 将 其 补充 以 合 
成 第 二 条 链 。 
5. 用 EcoRI 甲 基 化 酶 和 S$- 腺 味 叭 蛋氨酸 将 内 部 的 EcoRI 作用 点 甲 基 化 ,以 保护 

cDNA 的 完整 性 。 

6. 用 T4DNA AG Be Be HEI Rito 

7. FA T4 ERE MS RIN PRRR IEA EcoRI BREE, 

8. 用 EcoRI 从 cDNA 未 端 上 消化 掉 过 量 的 连接 片段 ， 以 产生 粘性 的 克隆 繁殖 未 
端 。 

9. 用 丙烯 酰胺 凝 胶 按 大 小 划分 cDNA 并 进行 电 洗 脱 。 

10. HERD REE cDNA 插 人 物 。 


特殊 设备 
闪烁 计数 器 
试剂 
0.1mol/ 工 ~ FRAME (Alfa) 
700mmol/L 8 REECE 
1lmol/L Tris-HCl, pH8.7,A5 RR 
Imol/L KCl] 4B ERA 
0.25mol/L MgCl, AB EKA 
3 (dT)(12—18),1mg/ml 配 于 高 压 灭 菌 的 水 中 
各 为 20mmol/L 的 dGTP, dATP, dTTP 和 dCTP 的 混合 物 ，pH7.0,，( 也 需要 
2.5mmol/ 工 和 lmmol/L 的 混合 物 ), 用 高 压 灭 菌 水 配制 
a-*p-dCTP,3 000Ci/mmol(Amersham 或 NEN) 
RNAsin, 30U/1(Promega) 
AMV 反 转 录 酶 ;10U/ul (Seikagaku America) 
0.5 和 0.25mol/L EDTA, pH8.0 
WARE D,400ng/ml 
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SS- 葵 酚 
氯仿 
4mol/L HERE 
乙醇 和 80% 乙醇 4 
TE BHR 
2mol/L Tris-HCl ,pH7.4 (也 需要 10mmol/L) 
Imol/L MgCl, 
Imol/L FRR 
Imol/L KCl 
10mg/ml 和 5mg/ml BSA ,无 核酸 酶 (Sigma,RIA 级 ) 
RNase H, 2U/zl 
DNA 聚合 酶 (5U/u1)(BM) 
Imol/L Tris-HCl,pH8.0 
50mmol/L EDTA, pH8.0 
S- FR Aw ,1502mol/LCP-L) 
0.15mol/L MgCl, 
EcoRI] 甲 基 化 酶 ,20U/ul,(NEBL) 
T4 DNA 34H, 5U/al(BRL) 
磷酸 化 EcoRI #242 (5’'GGAATTCC3’), 
10 O. D./ml 溶 于 灭 菌 水 中 (Collaborative-Research) 
T4 连接 酶 400U/ul(CNEBL) 
10mmol/L Tris-HCl,pH8.0 


T+ 连接 酶 缓冲 液 
300mmol/L Tris,pH7.4 
100mmol/L MgCl, 
100mmol/L DTT 
10mmol/L ATP 


10 X EcoRI 缓冲 液 
700mmol/L Tris-HCl,pH7.4 
500mmol/L NaCl 
50mmol/L MgCl, 

EcoRI (NEBL) 

凝 胶 加 样 缓冲 液 

5mol/L NaCl 

5 To FEA babi Hee ee (9-4) 

TBE 绥 冲 液 

分 子 量 标志 

酵母 tRNA，10wg/ml 


———————— 
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Elutip 或 Neusorb 柱 
方法 
实验 准备 
由 感 兴趣 的 组 织 中 制备 总 RNA(11-1) F#RBER CT) 纤维 素 柱 方法 (11-3) 所 


叙述 的 方法 选择 性 地 分 离 聚 〈A*)RNA。 经 dT 选择 的 RNA 用 于 制备 cDNA 和 构建 
文库 。 样 品 以 1wg A CAT)RNA/«l 的 浓度 贮存 于 一 70"。 


制备 cDNA 


1. 将 10ul AE (A+)RNA (10ug, 水 溶液 ) 置 于 1.5ml 微型 离心 管 中 [ 注 释 (2)]。 

2. 加 入 1.1pl 0.lmol/L 甲 基 氢 氧化 冬 。 

3. 室温 放置 10 分 钟 。 

4. 加 241 700mmol/L 6-H CB it PERE LIER) ]o 室 温 放置 5 分 钟 。 

5. 顺序 加 入 下 列 溶液 ; 

5a1 1mol/LTris-HCl,pH8.7 
7u#1 1mol/L KCl 
2u4l 0.25mol/L MgCl, 
104] lmg/ml # (dT)(12—18) 
dGTP, dATP, dTTP, dCTP 20mmol/L, 2.5ml 
5u1-*P-dCTP 
2p1 RNAsin,30U/ yl 
Sul WAR D, 400ng/ml 
4ul AMV pee, 10U/zl 

6. 44°C 保温 2 小 时 。 

7. 加 入 5pl 0.25mol/L EDTA,pH8.00 

8. 加 入 70wl SS- 葵 酚 和 和 氧 仿 的 混合 物 (13:1) 

9. 旋 训 振 荡 。 置 微型 离心 机 上 离心 2 分 钟 分 相 。 

10. 移出 上 层 水 相 。 用 70wl 氯仿 抽 提 。 重 复 氧 仿 的 抽 提 。 

11. 向 水 相 中 加 60wl 4mol/L MRR, 充分 混合 。 加 36041 乙醇 。 充 分 混合 。 

12. EF UK UK 30 分 钟 。 

13. 微型 离心 机 中 于 4°C 下 离心 10 Fh, 

14. 倾 出 上 清 液 。 用 150w 180% 乙醇 洗涤 沉淀 ,此 时 需 在 干冰 上 保持 低温 ， 但 不 得 
冻结 。 

15. 在 微型 离心 机 上 4% 下 离心 2 分 钟 。 移 出 上 清 沪 , 真 空 下 干燥 沉淀 物 。 

16. 将 沉淀 重新 悬浮 在 50ul TE BRK, 用 三 氧 醋酸 沉淀 2wl 样品 ， 方 法 如 同 
缺口 翻 释 (7-1) 所 记 氢 的 。 用 液体 闪烁 计数 器 对 滤纸 进行 计数 以 测定 ?P-dCTP 参 人 到 
第 一 条 链 中 的 量 。 同 时 也 测定 mRNA 复制 效率 。 在 这 一 操作 中 ,5 X 10'cpm Ay YP B 
人 到 2wl 的 总 体积 中 ， 相 当 于 大 约 复制 lug 第 一 链 。 良好 的 逆转 录 可 使 5 一 30% 经 
uT 选择 的 mRNA 进行 复制 [ 即 0.5 一 3wg cDNA/10ug FE (A*)RNAlo 合成 的 第 一 条 
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cDNA 的 大 小 也 可 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 进行 测定 (9-4)。 


17. 


pH7.0. 


18 


19 
20 


21 
机 中 离 
22 
23 
24 
25 
26 
vx | 
28 
29 
30 
31 
32 
33 


配制 2 x 第 二 链 缓冲 液 : 

8pwl 2mol/L Tris-HCl,pH7.4 

4u1 lmol/L MgCl, 

8u1 lmol/L 

8021 lmol/L KCl 

4ul 无 核酸 酶 的 BSA (10mg/ml) 

1341 各 为 2.5mmol/L 的 dGTP, dATP, dTTP 和 dCTP 的 混合 物 , 中 和 到 


283u1 H,O 
. 将 下 列 溶液 合并 : 
50ul 第 一 链 混合 物 (步骤 16) 
50wl 2 X 缓冲 流 ( 步 又 17) 
1.041 RNase H(2U/z1) 
2.3u1 DNA 384K 1 (5U/nl) 
12°C 保温 1 小 时 ,接着 在 22°C 保温 1 小 时 。 
MA FIVER: 
4.0u1 0.5mol/L EDTA 
100u1 SS-4M/ABCU:1 BA) 
充分 混合 ,微型 离心 机 中 离心 2 分 钟 以 分 相 。 


. 将 上 层 水 相 转移 到 新 的 微量 离心 管 中 。 加 和 100ml 氧 仿 。 充 分 混合 。 微 型 离心 


心 2 分 钟 。 Se 

. 重复 第 21 步 。 

. 向 步骤 22 所 获得 上 层 水 相 中 加 入 100ul 4mol/L BRK 

.加 入 60041 乙醇 。 干 冰 上 冰冻 30 分 钟 。 

.微型 离心 机 中 4°C 离心 10 分 钟 。 倾 出 上 清 。 

. 将 沉淀 再 悬 序 在 50wl 中 。 

.加 入 50u1 4mol/L BEBE. 

- MA 300g] 乙醇 ,干冰 上 冰冻 30 45 BH. 

.微型 离心 机 中 4°C 离心 10 分 钟 。 小 心 倾 出 上 清 液 。 

. 向 沉淀 中 加 150wl1 80% 乙醇 ( 置 冰 浴 中 保持 低温 并 注释 (4)15 

-4°C 下 将 样品 离心 2 分 钟 , 小 心 倾 出 上 清 液 并 注意 切 幻影 响 沉淀 。 
BSE TRUE. | 
.在 1.5ml 微型 离心 管 中 用 2541 高 压 灭 菌 的 水 重新 悬 译 双 链 cDNA 沉淀 物 。 


EcoRI] 位 点 的 甲 基 化 


34 


.对 25wl AAR 33 得 到 的 cDNA 加 入 
5u1 1mol/ 工 Tris-HCl, pH8 
5u1 50mmol/L EDTA,pH8 
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Sul 无 核酸 酶 的 BSA(4me/ml) 
Sul 150umol/L S-REBAR 
5ul EcoRI 甲 基 化 酶 〈20U/ul) 
35. 37°C 保温 20 分 钟 。 
36 在 65°C 保温 10 分 钟 以 停止 酶 反应 。 


“ 底 ? 出 cDNA 的 平滑 未 端 


37. 对 50 局 步骤 36 的 反应 产物 加 入 : 
6u] dGTP dATP dCTP dTTP (% lmmol/L), 中 和 到 pH7.0 
6u1 0.15mol/L MgCl, 
321 T4 DNA RAB (5U/zl) 
38. 37°C fRim 15 分 钟 。 
39. 加 入 821 0.5mol/L EDTA, pH8.0. 
40. 加 入 70wl SS- 葵 酚 - 氧 仿 (1:1) 的 混合 物 。 充 分 混合 。 
41. 在 微型 离心 机 中 离心 2 分 钟 以 分 相 。 
42. 移出 上 层 水 相 并 用 等 体积 的 氯仿 抽 提 。 充 分 混合 。 离 心 如 同 第 41 步 。 
43. 重复 42, 将 上 层 水 相 移 人 新 的 管子 。 
44. 添加 7541 4mol/L BERR. 450u]1 乙醇 ， 在 干冰 上 保持 低温 。 充分 混合 。 干冰 
上 冰冻 30 分 钟 。 
45. 微型 离心 机 上 4°C 离心 10 分 钟 , 倾 出 上 清流 。 
46. 用 15021 80% 乙醇 洗 沉 淀 (在 干冰 上 保持 低温 )。 微型 离心 机 内 4c 离心 2 分 
钟 。 
47. it ath ERK. BA PRI. 
48. 将 沉淀 重新 悬浮 于 22u]1 10mmol/L 的 Tris-HCl(pH8) 中 。 


加 入 EcoRI] 连接 片段 


49. 对 2241 平 端的 cDNA 《由 第 48 步 得 到 ) 加 人 : 
8ul 磷酸 化 的 FecoRI 连接 片 候 (260nm 时 1ml 中 的 O. D. 为 10)、4 zl 10X 
T4 连接 酶 缓冲 液 、4w1 T4 连接 酶 〈400U/ul)o 
混合 , 并 小 心 保持 在 15"c 以 下 ,因为 T4 连接 酶 是 热 敏感 的 。 注 意 : 为 了 驱动 连接 
FRRMRM WHER A RWEAABW cDNA 的 量 。 
50. 15sC Rist Wo 65°C 保温 15 分 钟 使 连接 酶 失 活 。 


用 EcoRI 消化 以 产生 克隆 繁殖 所 需 的 丫 性 末 闹 
51, 对 50wl 步骤 50 所 得 的 混合 物 加 入 
1041 H,O 


6ul 10 X EcoRI 缓冲 液 
60U EcoRIo 


52. 4E 37°C 保温 2 小 时 。 
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ooGAATTCAATTTT. cDNA 


.CUdAAGUUAAAA,.。 CUUAAGUUAAAA..， mRNA 
2. 7% (dT 3. (aT) 8 
1. #8 RNA Poly A’-RNA as) al PNA:RNA £% 
柱 上 选择 和 反 转 录 酶 


CH; 


1 
@..GAATTCAATTTT...T ..GAATTCAATTTT... 4 加 入 RNaseH 


©...CTTAAGTTAAAA...A eCTTAAGTTAAAA.. HTP smmRanyl 
ch D 双 链 cDNA 
5. EcoRI PIES . ty" 
二 一 一 一 一 c Uy >.” sure 
6. J TAG SE "A 
HAREM 
7. m EcoRI 连 结 片段 
8. 用 EcoRI 去 掉 过 量 的 连结 片段 
9. : 
(AATTCG...GAATTCAATTTT..1G BK NS AG 


GC.. OR TARRT TOA Mes ACTTAA £EARMKEKL 
11. 获得 重组 体 
HE 
Agti0 
Agt11 


10. 制备 “ ye” 
一 一 一 一 一 一 一 ”> 
Agt11 经 EcoRI 消 化 
(4gtI1“ 臂 ” 需 经 
去 磷酸 化 ) 


14. 入 噬菌体 感染 细胞 ”13a. 对 1gti0 用 c600hfIA 12. 12. 包装 已 
45. Ab 3E He" PAE mR RE 4 一 一 一 SSS 


13b. 对 1gtl1 用 立 1090 感染 
图 14.1 由 RNA 产生 双 链 cDNA, 向 cDNA 上 加 EcoRI 未 端 ,以 及 克隆 每 殖 到 Mgti0 和 Mgtl1 中 
去 的 流程 示意 图 。 


53. 加 入 6u1 0.5mol/L EDTA(pH8.0),6021 SS- 葵 酚 和 和 氯仿 的 混合 物 71317) 并 充分 
BF. 

54. 在 微型 离心 机 内 离心 2 分 钟 以 分 相 。 将 上 层 水 相 移 人 新 管 。 

55. 加 入 62] 5mol/L NaCl 和 15021 乙醇 。 充 分 混合 。 

56. 在 干冰 上 冰冻 10 分 钟 。 在 微型 离心 机 内 4°C 离心 10 分 钟 。 
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57. 倾 出 上 清 液 。 真 空 下 干燥 况 淀 。 
58. 将 沉淀 溶 于 25wl TE 缓冲 芒 中 ,加 Sul 凝 胶 加 样 缓冲 液 。 


将 cDNA 插入 物 按 大 小 分 部 分 离 

59. 为 了 将 EcoRI 连接 片段 及 不 合用 的 cDNA /P\FREE, FAH cDNA 于 TBE 
缓冲 液 (9-4) 在 5 多 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 电泳 ,以 按 大 小 进行 分 部 分 离 [注释 (5) ]。 同 时 进 
行 分 子 量 标志 的 电泳 。 在 10V/cm 下 电泳 2 一 3 小 时 后 ， 全 部 超过 500bp 的 cDNA 可 
在 凝 胶 上 集中 于 一 块 区 疏 上 而 切 下 (用 放射 自 显 影 法 并 与 分 子 量 标志 比较 而 测 出 )o 

60. 用 电 洗 脱 程序 由 胶 上 洗 下 cDNA (9-3). RMB RS, HARA, 
Iml 1 X TBE 缓冲 液 和 10ug/ml 酵母 tRNA。 洗 脱 12 一 16 小 时 。 

61. 袋 中 的 cDNA 可 由 缓冲 液 中 浓缩 ,过 Elutip-d 微型 柱 (10-3)。 

62. FA CAS PE BE A HC 20-1) 

63. 将 cDNA 以 大 约 2—5eg/ul 的 浓度 〈 在 第 一 条 链 分 析 时 测定 ) 重 新 悬浮 于 TE 
缓冲 液 中 。 cDNA 最 终 产量 的 测定 是 基于 所 合成 的 第 一 条 链 的 比 活性 。 cDNA 贮存 于 
=20°C / 


注释 


C1) 本 项 技术 引用 Gubler 和 Hoffman 的 方法 ( 见 参考 文献 )o 

(2) 用 于 制备 cDNA 的 微型 离心 管 应 高 压 灭 菌 , 以 降低 样品 被 RNase 沾染 的 危险 。 当 cDNA 成 
为 双 链 以 后 , 则 核酸 酶 作用 的 危险 相对 减少 。 

3) 甲 基 冬 有 剧 毒 并 易 挥 发 。 操 作 时 需 特 别 小 心 , 并 将 贮存 液 存放 在 通风 橱 中 。 

(4) cDNA 用 乙醇 再 沉淀 , 以 去 掉 会 干扰 EeoRI 甲 基 化 酶 作用 的 核 苷 酸 。 

《5) 对 于 此 凝 胶 来 说 ， 一 种 方便 的 分 子 大 小 标志 是 用 intl 和 EcoRI 消化 后 的 pBR322， 用 大 片 
Brea) DNA AAAI 及 “P-ATP 标记 末端 。 为 制备 这 样 的 分 子 大 小 标志 ,混合 下 列 溶液 : 


1—2ug pBR322 DNA 10p1 
10 X EcoRI 2ul 
a-*?P-dATP 4ul 
Hinfl (10u/p1) ul 
EcoRI (10u/pl) iui 
H,0 2ul 


在 37% 保温 60 分钟。 加 inl DNA RAIA RCSu/ul) 37°C IS Bho RE IMABI65 °c 
10 分 钟 令 酶 失 活 。 将 此 标记 的 样品 加 到 Sml G50 Sephadex 柱 , 并 在 TE Brie huTeH, Ww 
未 参 人 的 ”>P-dATP。 在 空 体积 收集 参 人 物 (由 柱 上 洗 下 的 第 一 个 峰 )， 用 乙醇 沉淀 浓缩 ( 20-1)。 另 一 
个 去 掉 未 标记 上 的 同位 素 的 方法 是 将 消化 液 用 Elutip 提纯 (10-3)。 

分 子 量 标志 是 ;: 998, 631, 517、 506、 396、 344、298 221、220.154 和 75 bp, 


参考 文献 


Gubler, U., and Hoffman, B., Gene 25: 263, 1983. 

Toole, J., Knopf, J., Wozney, J., Sultzman, L., Buecker, J., Pittman, D., Kaufman, R., Brown, E., 
Shoemaker, C., Orr, E., Amphelett, G., Foster, B., Coe, M., Knutsen, G., Fass, D., and 
Hewick, R., Nature 312: 342, 1984. 
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14-3 cDNA 文库 连接 和 包装 进 Astl0 或 latll B 


提要 
由 14-2 制备 的 cDNA 插 人 到 由 14-1 中 得 到 的 克隆 繁殖 载体 。 必须 包装 载体 和 
cDNA。 包 装 ( 鸣 菌 体 ) 的 试剂 盒 有 商品 供应 。 


需要 的 时 间 


5 小 时 用 于 连接 操作 
3 小 时 用 于 包装 操作 2 
试剂 
AgtlO 或 1gt11“ 辟 >: 0.25wg/oL 于 TE 缓冲 液 中 (14-1) 
10 X 连 接 酶 缓冲 液 
300mmoi/L Tris, pH7.4 
100mmol/L DTT 
100mmol/L MgCl, 
10 mmol/L ATP 


对 照 插 人 物 
EcoR1l 消化 的 pBR322: 10ug pBR322 DNA 用 EcoRl 完全 消化 。 用 SS-EB/ 
氯仿 抽 提 、 氧 仿 抽 提 和 乙醇 沉淀 提纯 DNA (20-1)。 用 80% 乙醇 测 洗 沉淀 物 并 在 真空 下 
将 沉淀 和 干燥。 在 TE 缓冲 液 中 将 DNA 再 悬浮 至 大 约 100wg/al 的 浓度 。 
T4 连接 酶 (NEBL) 
TMG 缓冲 液 
包装 抽 提 物 ( 如 Promega Biotech 的 Packagene, Vector Cloning System 的 Giga- 


pack) 
方法 

实验 准备 

制备 拟 进 行 插 人 的 cDNA 〈14-2)。 准 备 1gt10 或 Aagtll “#R”C14-1)0 

连接 
1. 按 下 页 表 所 建议 的 方式 将 准备 好 的 1gt10 或 1gt11“ 臂 "、10X 连 接 酶 缓冲 液 、 
对 照 插 人物 、cDNA 插 人 物 .T4 连接 酶 和 水 分 别 加 入 到 6 个 管子 中 ,每 管 的 总 体积 都 是 


10ulo 
2.14°C 保温 4 小 时 [注释 (1)]。 


体外 包装 
3. 为 了 构建 这 些 文库 ,商品 包装 抽 提 物 \ 即 Packagene 或 Gigapack) 很 好 用 [注释 (2)]o。 
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kW 和 iso ee -  nin 


Agt10 或 Agtil 
10 义 连接 酶 缓冲 液 
对 照 插入 物 
cDNA 插入 物 
H,O 

T4 ERB 


4. 对 所 有 的 连接 管 〈A 一 F) 的 包装 ,可 将 管 中 的 全 部 连接 反应 体系 加 到 包装 抽 提 物 
下 去 ( 即 一 个 Packagene 管 )。 
5. 同 时 ,再 包装 另外 两 根 管 做 为 包装 和 插 人 的 对 照 : 
G. 0.25ug 未 消化 的 2gt10 或 agtll DNA 
H. 0.25wug 经 EcoR1l 消化 ,但 未 连接 的 1gt10 或 1gt11“ 臂 ”相当 于 B 管 , B 
无 T4DNA HAS). 
6. 将 包装 反应 物 于 22°C 保 刘 2 小 时 。 
7. 用 TMG -缓冲 液 将 包装 反应 物 稀 释 到 250 p10 
8. 包装 反应 物 可 在 4°C 贮存 数 日 而 滴 度 无 明显 的 下 降 。 


注释 


(1) 注意 要 让 连接 混合 物 保 持 在 低温 ,因为 T4 连接 酶 是 温度 敏感 的 。 

《2) 如 果 您 有 意 自己 由 大 肠 杆菌 制备 包装 抽 提 物 以 代替 购买 的 商品 抽 提 物 。 可 由 “分 子 克隆 : 操 
作 指 南 >〈I， Maniatis 等 编 ，1982) 一 书 中 查 到 以 超声 法 从 大 肠 杆 菌 BHB 2690 制备 提取 物 和 以 冻 融 
法 由 大 肠 杆菌 BHB 2688 中 制备 裂解 液 的 好 方法 。 


14-4 AgtlO 和 Agtll 包装 播 入 物 的 接种 和 往 先 
提要 
本 方法 用 于 滴定 和 建立 一 个 合适 的 cDNA XE 接种 上 一 节 中 试验 的 连接 和 包装 
的 反应 混合 物 , 以 确定 制备 性 文库 形成 的 合适 条 件 。 
实验 所 需 时 间 

JLR 


试剂 
10 mmol/L MgSO, 
IPTG, 100mmolI/L 
X gal, 10%, #2 DMF 
AgtlO 的 顶部 琼脂 
含 0.8% 琼 脂 和 10mmol/L MgSO, 的 LB 培养 基 
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1gtl1l AYIA AB SRA 
0.8% 琼脂 的 LB 培养 基 并 含 下 列 成 分 : 
10mmol/L MgSO, 
ZR AB R50 ug/ml 
100mmol/L IPTG, 3z1/ml 
10%X gal, 3yul/ml 


Wwe 
实验 准备 


用 上 节 所 记录 的 方法 制备 1gt10 和 21gt11 的 包装 的 文库 。 制 备 底部 平板 LB RB 
用 于 1gt10,LB 加 氮 葵 青 霍 素 〈50wg/ml) 用 于 2gt11. 

接种 

1. 将 合适 稀释 度 ( 见 下 文 ) 的 1gt10 重组 体 接种 到 有 大 肠 杆菌 600 和 c600Hfl 细 
胞 中 ， 这 些 细胞 配制 在 10mmol/L MgSO， 中 。 按 照 噬菌体 接种 章节 (20-7) 中 关于 接种 
包装 反应 物 的 方法 指导 ,使 用 对 2gt10 合适 的 顶部 与 底部 琼脂 。37" 保 刘 。 

将 合适 稀释 度 的 1gtl1 重组 体 接种 到 大 肠 杆 菌 Y1090 细胞 中 , 这 些 细胞 生长 在 含 
氨 共 青霉素 〈50wg/ml) 的 LB 培养 基 中 并 悬浮 在 10mmol/L MgSO, 中 。 按 照 20-7 关 
于 接种 包装 反应 物 的 指导 ,使 用 对 18gt11 合适 的 顶部 与 底部 琼脂 。 培 养 在 42°C, 而 不 是 
SA 


对 接种 包装 反应 物 时 稀释 程度 的 建议 


2. a. 对 于 未 切断 的 噬菌体 DNA 样品 (G 管 ), 将 14-3 所 得 的 包装 混合 物 用 TMG 
He 1:1 000 稀释 ,接种 Sul 和 50ulo 

b. 对 于 经 EcoRI 切断 ， 但 未 连接 的 对 照样 品 〈H 管 )， 将 包装 混合 物 用 TMG 组 
冲 液 做 1: 10 的 稀释 ,接种 Sul 和 50ulo 

c. 对 其 它 样 品 (A 一 F 管 ), 将 包装 混合 物 用 TMG 缓冲 液 以 1:100 稀释 ， 接 种 Sal 
和 50ulo 这 

注意 : 根据 包装 的 效率 ， 可 将 稀释 度 适 当 调 整 以 使 在 滴定 板 上 得 到 容易 计 出 的 鸣 菌 
PEW 


对 Agtlo 重组 体 的 预期 结 


a. 在 c600 上 ， 重 组 与 非 重 组 的 噬菌体 都 形成 噬 菌 更 。 带 有 插 人 物 1gt10 形成 透 
BARE (cl), 不 带 插 人 物 的 形成 混浊 斑 。 

b. 在 c600hflA EL AREDLEI BAS (cl) RPA BADHBAK. 

c. 未 切断 的 1gt10, 每 wg DNA 在 c600 上 可 得 108pfu， 在 c600 hfIA 上 则 仅 有 
A/D BLAS BEB 5G 12 A ME EA Bo 

d. EcoR) 切断 但 未 连接 的 1gt10 EXE “600 Rephaaie b PE ABE MD 
于 10°pfu/ugDNAo MIRA RF MAB Mi BES A EcoRI 消化 1gt10。 
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e. 模式 插 人 物 系 统 在 “600 上 每 wg 载体 应 产生 10°—10° 个 透明 的 叹 菌 斑 而 对 照 
为 10°—10" 7ePRBE ZE c600hfIA EM RH SLAM AR 

f. 经 EcoR| 切断 和 连接 操作 但 无 插 人 物 . (A 管 ) 时 ,在 hfIA LIMRRABHR. 
每 微克 引入 的 载体 在 c600 上 应 产生 10°—10 混浊 这 。 如 果 此 样品 出 现 大 量 透 明 斑 的 背 
景 , 则 说 明 或 是 EcoRI] 载体 克隆 繁殖 位 点 被 破坏 ， 或 是 载体 DNA (igtl0) 被 其 它 可 经 
EcoRI 克隆 的 DNA 污染 。 

g- 加 和 cDNA 播 和 信物 将 在 无 插 和 人物 时 的 本 底 上 刺激 透明 鸭 菌 开 的 产生 ,对 c600 的 
最 适 值 是 每 10 个 混浊 斑 有 一 个 透明 斑 。 在 c600 hfl 上 则 只 应 见 到 透明 斑 。 

3. 选择 cDNA 插入 物 与 1gt10 载体 比例 合适 的 管子 ,合适 的 比例 是 指 在 600 上 
Ames HEAP MAB SS 10 MBRRA ! 个 透明 斑 的 上 限 ， 以 降低 带 双 份 插 
人 物 克隆 产生 的 机 率 。 

4. 将 剩余 的 cDNA 再 连接 到 与 上 述 预 实验 中 一 样 的 几 份 反应 系统 中 去 ,但 仅 用 这 种 
合适 的 比例 。 不 要 将 连接 反应 放大 ,仅仅 是 多 次 重复 小 额 的 反应 (参见 14-3 的 步骤 1)e 

5. 分 别 包 装 每 份 连接 反应 物 (14-3 步骤 3 一 8)o。 用 TMG 缓冲 液 稀释 后 合并 各 份 反 应 
物 。 

6. 用 连续 稀释 及 接种 法 对 文库 做 滴定 ， 如 20-7 所 叙 ， 以 测定 产生 的 重组 的 克隆 
数 。 

7. 现 在 可 将 文库 在 600 hflA 上 接种 和 筛选 ,每 个 90mm 的 板 上 有 5X 10: 一 10 个 
透明 诅 。 用 放射 性 标记 的 核酸 探 针 筛选 感 兴趣 的 cDNA 克隆 ,方法 见 基因 组 文库 的 筛选 
(13-6). 另 一 个 方法 是 ,在 筛选 前 文库 可 以 扩 增 ,以 提供 此 文库 的 许多 复 本 用 于 以 后 的 接 
种 和 筛选 。 为 AgtlO 文库 的 扩 增 可 遵循 13-7， 但 需 用 对 ?2gt10 合适 的 培养 基 和 大 肠 杆 
昔 宿 主 ( 加 10mmol/L MgSO, 的 LB，c600 hflA)o 


对 预期 的 结果 


a. 在 Y1090 上 ， 蓝 色 的 噬 菌 旭 是 非 重 组 的 1gt11。 透明 鸣 菌 开 代 表 携 带 插 人 物 的 
噬菌体 。 

b. 未 切断 的 gtl1 (G 管 ) 每 mg 包装 的 DNA 显示 10° HAMAR 

c. 经 EcoRI 切 过 但 未 连接 的 1gt11 (H 管 ) 每 pg DNA DF 10° KAMER. 如 
果 观 察 到 高 于 此 数 , 则 EcoRI 的 消化 不 合适 。 再 用 EcoRI 消化 和 去 磷酸 化 。 

d. EcoR) 切 过 、 去 磷酸 化 并 连接 的 不 含 插 人 物 的 jgtl1(A 管 ); 每 微克 DNA 应 显 
示 少 于 10° 的 蓝 色 唉 菌 更 和 很 少 的 透明 斑 。 透 明 更 或 是 表明 EcoRI 克隆 繁殖 位 点 的 破 
PR, 或 是 gil11 BK“ SA DNA 污染 。 

e. 对 照 插入 物 (B 管 ) 与 未 汝 加 插 和 人 物 的 连接 相 比 , 将 在 透明 斑 的 数目 上 表现 出 明显 
的 刺激 作用 5 天 约 每 微克 载体 通常 可 有 10° 透明 斑 。 这 些 透明 班 代表 “模式 插 人 ”的 cDNA 
克隆 。 

f. 加 入 cDNA WIRE (CF 管 ) 应 类 似 于 模式 插 和 信物 (B 管 )， 并 刺激 透明 斑 的 
数目 。 大 多 数 的 1gt11 用 本 方法 构建 的 文库 透明 聘 与 蓝 色 斑 的 最 好 比例 是 1: 1。 

3. 选 择 能 产生 最 合适 的 透明 斑 与 蓝 色 得 比例 的 cDNA 插 人 物 /1gt11 Sb (RUA 
时 为 1:10 到 1:1)。 


es。 1336 


4. 以 上 面 选 择 到 的 那 种 最 适 比 例 将 剩余 的 cDNA 连接 到 2gt11“ 臂 ”中 。 不 要 放大 
连接 的 规模 ,而 可 用 多 管 的 重复 (14-1)。 

5. 将 各 管 反应 物 分 别 包 装 〈14-3 第 3 一 8 步 )。 经 TMG 缓冲 液 稀释 后 合并 反应 物 。 

6. 将 合并 的 文库 以 合适 的 稀释 度 接种 ,测定 产生 的 cDNA 克隆 的 数 以 对 文库 作 滴 定 
(方法 见 20-7)。 

7. Agtll 文库 可 接种 在 Y1090 上 ,并 用 抗体 探 针 或 核酸 探 针 进行 般 选 。 


WiC AH HES 事项 


1. 为 了 对 1gt10 文库 进行 筛选 ,用 干燥 的 LB 底层 琼脂 板 (2 天 以 上 ) 并 注意 观察 叹 
菌 诬 的 生长 ,以 保持 小 的 噬 菌 斑 大 小 。 当 噬 菌 斑 形成 后 (接种 后 6 一 8 小 时 ), 而 未 融合 前 ， 
将 培养 板 移 至 4% 以 停止 噬 菌 斑 的 生长 。 筛 选 的 方法 基本 同 13-6, 但 大 肠 杆 菌 宿 主要 用 
c600 hflAo 

2. 核酸 探 针 可 先行 克隆 ，DNA 或 亮 核 背 酸 做 缺口 翻译 。 用 缺口 翻译 的 探 针 进行 筛 
选 可 参见 13-5 和 13-6。 本 书 也 介绍 了 谊 核 昔 酸 探 针 的 使 用 。 杂 交 和 洗 疾 的 条 件 需 根据 
实验 中 所 用 探 针 的 长 度 和 性 质 选 定 (6-3 和 7-2)。 

3. 用 核酸 探 针对 2gLI1 文库 的 筛选 与 对 基因 组 文库 的 筛选 类 似 (13-5 和 13-6)， 但 
在 顶层 琼脂 糖 及 底层 琼脂 中 需 含 5wg/mI PRRBRAHA Y1090 大 肠 杆菌 为 宿主 。 
所 有 Agtll] 文库 都 置 42*c 生长 ， 以 使 吻 菌 体 阻 遏 物 失 活 并 有 利于 溶菌 生长 。 因 在 筛选 
中 颜色 的 选择 并 不 重要 ,在 顶层 琼脂 糖 中 并 不 需要 IPTC 和 Xgal 对 基因 组 文库 筛选 的 
程序 可 由 13-6 中 找到 。 再 者 ;对 1gtl1 文库 来 说 ,筛选 的 吻 菌 斑 数 目 应 增加 ， 以 对 文库 
做 完全 的 筛选 ,因为 在 接种 的 喉 菌 体 中 仅 一 部 分 携带 插 人 物 。 

4. 当 用 抗体 探 针 筛 选 1gt11 文库 时 要 进行 NC 揭 提 ， 因 此 操作 程序 完全 不 同 。 对 
此 有 几 种 方法 ,其 中 之 一 见 下 面 的 注释 [注释 (1)]。 
注释 

C1) 抗体 探 针 筛选 可 按 下 法 进行 : 

a. 将 4gtll 文库 在 42°C 保温 2 一 3 小 时 。 
在 其 上 面 放 置 编号 的 NC 滤 膜 。 使 用 前 滤 膜 先 浸泡 在 10mmol/L IPTG 中 并 空气 干燥 。 
.将 NC 覆盖 的 板 在 42” 放 3 一 5 小 时 。 
- 将 滤 片 排 成 一 列 并 小 心地 移 去 。 将 板 放 在 4, 
- 将 滤 膜 在 10mmol/L Tris, pH8,4 150mmol/L NaCl (TBS) JE3 RR, YK 20 分 钟 。 
- HIRES 0.2% BSA 的 TBS 中 室温 下 放置 1 一 2 小 时 。 
- 用 滴定 过 的 抗体 ( 见 21-2) 在 含 1% BSA 的 TBS 中 (每 张 膜 3m1) 保 温 1 一 2 小 时 。 
- FA 0.05% Tween-20 的 TBS 洗 3 次 ,每 次 20 分 钟 。 
. AAT 1% BSA 的 TBS 的 ”TI-Prorein A (300 000cpmy/ml) 保 温 1 一 2 小 时 。 
. 用 含 0.05% Tween-20 的 TBS 洗 4 次 ,每 次 20 分 钟 。 
. 即 在 原来 的 板 上 进行 放射 自 显 影 。 
» 拒 出 认定 的 克隆 ,并 再 进行 一 次 接种 和 筛选 (13-5 和 13-6)o 


Eee ee — em ee | 
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14-5 从 AgtlO 和 Agtll] cDNA 克隆 中 制备 DNA 


提要 


本 方法 介绍 由 分 别 生长 在 大 肠 杆 菌 600 hflA 或 大 肠 杆 菌 Y1090 中 的 28gt10 或 
Agtll AY 10ml AiR PRA DNA 的 方法 。 提 纯 少量 的 DNA 2—Sug 用 于 
cDNA 克隆 的 初步 分 析 。 用 本 法 制备 的 CDNA 也 可 作为 插 人 物 的 来 源 ， 用 于 亚 克 隆 繁 
殖 和 在 更 有 效 的 质粒 宿主 中 进行 制备 规模 的 生长 。 


实验 所 需 时 间 
6 一 8 小 时 
试剂 
对 4gtl0 cDNA 克隆 : 宿主 细胞 是 大 肠 杆 菌 c600 hfl A， 培 养 基 是 含 10mmol/L 
MgSO, 的 LB 
对 gtll cDNA 克隆 :宿主 细胞 是 大 肠 杆 菌 Y1090, 和 10mmol/L MgSO, 
的 LB 和 50wg/ml 氨 下 青霉素 
氯仿 
TM 组 冲 液 
50mmol/L Tris，pH7.4 
10 mmol/L MgSO, 
DNase I，lmg/ml, 配 于 TM ARH (sigma) 
5mol/L NaCl 
聚 乙 二 醇 6000 (PEG-6000) 
0.5 mol/L EDT4，pH8.0 
SS- RBH 
0.3mol/L 醋酸 钠 ，pPHS8.0 
乙醇 
TE AiR 


方法 

实验 准备 

取 合适 的 宿主 细胞 2m1l 培养 过 夜 。 制 备 新 鲜 接种 的 cDNA 鸣 菌 斑 以 供 生 长 〈20- 
7)。 制备 合适 的 生长 培养 基 [ 注 释 \1)]。 

生长 10ml 溶解 液 

1. 将 宿主 细胞 在 合适 的 培养 基 中 生长 到 600nm 处 的 0. D. 为 0.1 一 0.2。 不 要 超 
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过 0.2。 

2. 在 一 灭 菌 管 中 ( 如 50ml RAMBO) PH 10ml 宿主 细胞 与 一 个 cDNA FE 
隆 的 噬 菌 斑 共同 保温 。 用 灭 菌 的 巴 斯 德 吸管 将 唆 菌 斑 连 同 琼脂 压 出 以 进行 转移 [12-1 注 
释 \1)]。 同 时 还 有 一 份 模拟 感染 的 细菌 培养 物 \ 含 宿主 细胞 但 不 加 叹 菌 体 ) 与 感染 的 样品 
同时 培养 。 比 较 感 染 与 模拟 感染 的 样品 ,可 容易 地 观察 到 裂解 。 

3. 在 良好 通风 的 条 件 下 剧烈 振荡 ( 般 旋 振荡 器 上 振动 速度 超过 200rpm) 培养 4 一 6 小 
时 ,直至 确证 细菌 裂解 (培养 基 变 透明 )。?gt10 克隆 在 37°C 振荡 。18gt11 克隆 在 42°C He 
Bo 

4. 裂解 后 ,加 200K) Alfio 37°C 振荡 2 分 钟 裂解 残余 的 细菌 。 

5. 3000Xg 离心 10 分 钟 ， 以 从 样品 中 去 掉 细 菌 残 马 ， 将 上 清 液 倾 人 新 的 试管 

6. 裂解 液 可 在 4°C 下 长 期 贮存 ,而 并 不 会 明显 降低 滴 度 。 典 型 的 滴 度 是 2X10' 一 10"o 

7. 在 灭 菌 容器 中 贮存 2ml 裂解 液 做 为 该 克隆 的 贮存 ,加 1 滴 氧 仿 ;4%Co 
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8. 剩余 的 8ml 有 裂解 液 置 30ml 厚 壁 玻璃 (Corex) 管内 ,加 8ml TM 缓冲 液 。 

9.j 320u1 DNase 1 lmg/ml, Ao TM 缓冲 液 中 。 

10. 室 温 下 放置 15 分 钟 。 

11. 加 1.6ml 5mol/L NaCl 和 1.8g 固体 的 PEG-600。 旋 过 振荡 使 PEG ATR 
解 液 中 。 冰 浴 15 分 钟 。 

12. 在 水 平 悬挂 转 头 上 将 吧 菌 体 10 000xg 离心 10 分 钟 。 1 

13. 倾 出 上 清 液 。 在 300w TM 缓冲 液 中 重新 悬浮 沉淀。 BA 1.5ml 微量 离心 管 
中 。 

14. 加 300ml 氯仿 。 混 合 。 微 型 离心 机 中 离心 5 分 钟 以 分 相 。 再 次 用 氯仿 抽 提 。 

15. 将 上 层 水 相 移 人 新 管 中 。 加 15ul 0.5mol/L EDTA, pH8,30ul, 5 mol/L NaCl, 
$50u] SS- 苯酚 。 旋 涡 振 荡 混 合 。 

16. 微型 离心 机 上 室温 下 离心 2 分 钟 分 相 。 


17. 将 上 层 水 相 移 人 新 管 中 。 加 350AlL 氯仿 。 旋 涡 振 荡 混 合 。 微 型 离心 机 中 离心 2 - 


分 钟 分 相 。 
18. 将 上 层 水 相 移 人 一 新 管 中 , 加 87541 乙醇 。 
19. BTU LUE 15 分 钟 。4s 下 微型 离心 机 上 离心 5 分 钟 。 倾 出 上 清 液 。 
20. 将 沉淀 重新 悬浮 于 100”) 0.3mol/L RRA, pH8. 加 25041 乙醇 。 在 干冰 


Litt DNA1I10 分 钟 。 微 型 离心 机 上 4sc 离心 5 分 钟离 下 沉淀 。 用 微量 移 液 管 小 心 取出 


上 清 液 ,但 避免 搅动 沉淀 
21. 用 150 和 4 80% 乙醇 再 洗 沉 淀 。4s%C 下 微型 离心 机 上 离心 2 分 钟 。 用 微量 移 液 管 
小 心 移出 上 清 液 ,但 不 要 搅动 沉淀 。 
22. 真空 下 干燥 沉淀 。 再 悬浮 于 100K TE 缓冲 液 中 。DNA 贮存 于 —20C. it 
体 DNA 的 产量 每 10"pfu/ml《 最 初 滴 度 ) 约 为 3ug。 
23. 现在，cDNA 样品 可 用 于 分 析 插 人 物 的 大 小 和 杂交 的 性 质 [注释 (2)]。 如 果 还 
要 进行 制备 规模 的 生长 , 则 可 将 感 兴趣 的 cDNA 再 克隆 到 pBR322 中 去 [注释 \3)]。 
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注释 


C1) 对 用 于 细胞 生长 的 试管 ,培养 基 及 滴 管 进行 灭 菌 。 

(2) 为 了 进行 分 析 ，cDNA 的 大 小 可 用 一 份 cDNA 用 EcoRI 消化 并 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 插入 
物 与 克隆 繁殖 载体 ， 并 在 电泳 时 同时 加 入 分 子 大 小 标志 。 小 量 的 插入 物 可 能 不 易 用 溴 乙 锭 显 色 。 此 
时 ,可 将 凝 胶印 迹 并 用 原来 的 探 针 进 行 杂 交 ， 以 决定 插 人 物 的 大 小 和 和 杂交 的 性 质 〈5-5、5-6、6-3、7-1、 
7-2e 

(3) cDNA 插 人 物 可 再 克隆 到 经 小 牛 小 肠 磷 酸 酶 处 理 的 .EcoRI 消化 的 PBR322 中 去 .EcoRI 消化 
的 cDNA 连接 到 质粒 载体 上 并 转化 到 经 CaCl， 处 理 的 LE392 细胞 (15-2 M1 15-4), 形成 的 克隆 再 用 合 
适 的 探 针 作 克 隆 杂 交 来 进行 筛选 ,以 决定 那些 克隆 含有 携 有 CDNA 的 质粒 (15-3)。 制 备 量 的 cDNA 可 
由 这 些 质粒 再 克隆 的 生长 而 容易 地 得 到 。 参看 8-2 一 8-4 及 15-1。 WA, cDNA HAM BR 
SEB) EcoRI 消化 的 M13 载体 (mp8,mp9,mpil,mpi8,mpl9) 以 进行 核 苷 酸 顺 序 分 析 。 

(HEE WH Hite) 
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第 15 章 “” 亚 克隆 繁殖 到 质粒 中 
15-1 亚 充 隆 繁殖 到 质粒 中 的 一 般 注 意 点 


提要 


质粒 是 很 有 用 的 亚 克 隆 繁殖 载体 , 这 是 因为 它们 易于 转 染 人 细胞 和 被 扩 增 ` 被 提纯 以 
产生 大 量 的 DNA, 同时 ， 插 人 片段 插 人 到 质粒 中 比 从 叹 菌 体 载体 得 到 的 片段 更 易于 用 
内 切 酶 谱 进行 分 析 。 但 是 噬菌体 对 产生 克隆 DNA 的 长 片段 基因 文库 的 能 力 较 强 , 也 易 
于 对 阳性 克隆 的 筛选 和 扩 增 , 以 便 反复 筛选 和 永久 性 保存 。 基 于 这 些 理由 ,一 但 从 吃 菌 体 
cDNA 或 基因 组 文库 鉴定 出 一 个 阳性 克隆 ， 最 好 将 这 些 克隆 中 感 兴趣 的 顺序 亚 克 隆 到 质 
粒 载体 中 , 以 便 进一步 做 制备 规模 的 增殖 和 进行 详细 的 分 析 。 

某 些 较 早 期 的 cDNA 克隆 繁殖 的 操作 程序 要 求 将 由 mRNA 产生 的 cDNA 先 克 隆 
到 pBR322 中 以 形成 基因 文库 , 在 此 文库 中 含有 可 通过 克隆 杂交 被 选择 出 的 感 兴趣 的 克 
隆 。 一 个 常用 的 程序 是 将 pPBR322 用 psl 内 切 酶 切割 ， 再 用 末端 脱氧 核 背 酸 转移 酶 延 
伸 3 -末端 , 以 形成 单 链 的 G 尾 部。 而 对 被 克隆 的 cDNA 插 人 物 则 被 合成 为 含 一 互补 的 
C 尾部 。cDNA 及 克隆 繁殖 载体 通过 杂交 退火 , 并 用 这 样 所 形成 的 环形 DNA 来 转化 大 
肠 杆 菌 。 这 些 应 加 尾部 的 反应 和 退火 进入 pBR322 及 转化 的 过 程 , 在 本 节 未 引用 的 文献 
(Maniatis 等 ,1982) 中 已 有 详尽 的 讨论 。 但 是 一 般 说 来 ,制备 长 片段 的 cDNA 基因 文库 
用 gt10 和 Agtll 要 比 用 pBR322 衍生 的 质粒 更 为 有 效 。 噬菌体 cDNA 文库 的 优点 
还 包括 可 用 抗体 或 核酸 探 针 来 筛选 的 便利 和 灵活 ， 而 且 对 基因 文库 的 扩 增 途径 也 直接 了 
“4 Aik, SEDI EL EL IEF AY Se a a ries al A 
文库 的 构建 。 


本 手册 中 的 一 些 章节 要 求 向 质粒 中 亚 克 隆 繁殖 DNA 或 是 分 离 预先 克隆 到 质粒 载体 


中 的 片段 。 虽 然 修 饰 过 的 载体 , 如 pBR327 也 被 使 用 ,但 最 常 引用 的 质粒 载体 是 BR322。 
同时 ,在 lacZ 基因 中 含 一 个 多 聚 衔接 片段 位 点 的 PUC 质粒 也 常 使 用 ,15-4 中 将 对 它 加 
以 介绍 。 下 一 节 介 绍 用 于 亚 克 隆 繁殖 的 质粒 载体 的 制备 及 与 不 同 来 源 衍生 来 的 插 人 片 眉 


法 。 
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的 连接 。 最 后 在 15-3 中 介绍 为 选择 有 意义 的 插 人 片段 而 用 杂交 探 针 筛选 细菌 集落 的 方 


15-2 为 插入 片段 的 亚 克 隆 和 连接 准备 PBR322 质粒 


提要 


本 节 介 绍 由 基因 组 的 噬菌体 克隆 ,来 自 rgel0, agtll cDNA 克隆 的 cDNA 插 人 片 
段 或 由 其 它 质粒 来 的 片段 进行 亚 克 隆 的 方法 。pBR322 是 一 种 常用 的 质粒 ,本 节 中 将 它 作 
为 例子 。 别 的 质粒 ,如 pBR325 或 pPBR327， 几 乎 也 可 无 需 更 改 地 沿用 本 方法 。 pBR322 
衍生 质粒 的 pUC 家 族 在 克隆 繁殖 ,增殖 .和 人 饰 选 时 有 特殊 的 性 质 , 将 在 15-4 中 讨论 。 

在 本 方法 中 , 质粒 用 一 种 或 数 种 RE 切 开 ， 使 成 线性 。 在 准备 载体 时 ， 对 限制 性 内 
切 酶 的 选用 应 使 其 在 载体 中 所 造成 的 末端 与 准备 亚 克 隆 的 插 人 片段 的 粘性 和 (或 ) 平 滑 末 
端 相 适应 。 例 如 ,一 段 EcoRI-BamHI 片 女 准备 亚 克 隆 , 则 载体 应 该 用 BecoRI 和 BemHl 
消化 ， 以 使 在 连接 时 能 有 效 地 形成 重组 体 。 某 些 限 制 性 内 切 酶 可 产生 在 连接 时 能 与 另外 
的 限制 性 内 切 本 未 端 相 匹配 的 粘性 末端 。 

例如 , 限制 性 核酸 内 切 酶 Sex3A 产生 这 样 的 末端 ; 

Vv 


GATC 
ba. G 
全 


它 能 连接 到 BemHI 位 点 
Vv 


GiGA TS C 
Ci © DAGETS 
A 


任何 一 种 平 请 末端 可 与 其 它 的 平滑 末端 相连 接 。 
”例如 ，Pzx UW 末端 


可 连接 到 Smo | 末端 


CCne GOG 


G Gere oc 
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酶 的 识别 位 点 。 而 任何 限制 性 内 切 酶 产生 的 末端 与 由 同一 种 内 切 酶 产生 的 末端 相连 接 ， 
则 当然 卡 后 能 再 形成 这 个 限制 性 内 切 酶 的 识别 位 点 。 在 进行 亚 克 隆 实验 以 前 ， 必 须 先 确 
证 载体 一 插入 片段 限制 性 内 切 酶 末端 的 相 容 性 。 内 切 酶 消化 的 载体 必须 含有 完整 的 药物 
抗 性 基因 (如 氮 涉 青霉素 或 四 环 素 ) 和 DNA 复制 起 点 , 这 两 者 使 被 带 有 重组 体质 粒 所 转 
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化 的 大 肠 杆菌 能 得 以 被 选择 , 还 能 让 质粒 DNA 环 在 大 肠 杆菌 宿主 中 进行 自主 地 复制 。 

当 对 在 其 两 个 末端 上 带 有 相同 的 内 切 酶 末端 的 片段 进行 亚 克 隆 时 【对称 克隆 繁殖 )， 
可 用 碱 性 磷酸 酶 从 线性 化 的 质粒 载体 上 移 去 5 -磷酸 盐 。 这 可 抑制 质粒 载体 的 相 容 的 末 
端 被 此 之 间 再 连接 ， 从 而 提高 与 插入 片 妥 末 端 连接 及 形成 携带 插 和 人 片段 克隆 的 效率 。 质 
粒 制备 后 ,被 克隆 的 片 眉 与 制备 好 的 载体 互相 连接 。 此 连接 混合 物 转化 进 大 肠 杆菌, 并 人 靠 
质粒 上 的 药物 基因 筛选 转化 体 。 


所 需 时 间 
1K 


特殊 设备 


细菌 细胞 培养 装置 
试剂 
克隆 到 叹 菌 体 或 其 它 质粒 (如 EMBL3、Charon 28, Agtl0 或 Agtll) Ay DNA 插 
人 片段 
接受 播 人 片段 的 PBR322 质粒 或 其 它 相似 的 亚 克 隆 载体 
限制 性 内 切 酶 , 如 EcoRI] 
10X 限 制 性 内 切 酶 缓冲 液 (5-4) 
SS-R i 
氧 仿 
乙醇 
TE BWR 
10X 连 接 酶 缓冲 液 
T4 DNA 连接 酶 ,100U/wul (NEBL) 
冰冻 干燥 的 小 牛 小 肠 碱 性 磷酸 酶 (CCIP)(BM)7，0.3U/ul (414-1 所 述 ) 
10X 碱 性 磷酸 盐 缓 冲 液 
0.5mol/L Tris, pH9.0 
10mmoi/L MgCl, 
lmmol/L ZnCl, 


方法 
质粒 和 播 入 片段 的 连接 


连接 操作 根据 插 和 人 DNA 的 来 源 而 改变 。 如 果 DNA 来 自 有 相同 的 限制 性 内 切 酶 
末端 的 噬菌体 ,使 用 方法 A。 如 果 限 制 性 内 切 酶 末端 不 同 ，DNA 片段 末端 是 非 对 称 的 ， 
应 用 方法 Bo 如 果 插 人 物 是 来 自 1gt10 或 1gt11 的 cDNA, MIAH Co 


用 于 对 称 性 亚 克 隆 繁殖 的 线性 化 \ 去 磷酸 化 的 PBR322 的 制 各 
1. 在 1.5ml 微型 离心 管 中 ， 按 5-4 中 的 方法 ， 用 选 定 的 限制 性 内 切 酶 切割 ， 5pue 
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PBR322, 总 体积 20u1, 60 分 钟 ,37"C[ 注 释 (1)]。 


2. 向 管 中 加 人 : 
10 X 碱 性 磷酸 酶 缓冲 液 5m 
H,0 245z] 
碱 性 磷酸 酶 121 


3. 稍稍 离心 ,使 全 部 液体 积 于 管 底 。37sc 保温 30 分 钟 。 
4. 按 20-1 的 方法 ，SS- 葵 酚 / 氯 仿 抽 提 DNA, BME. 
5. 将 DNA 沉淀 物 重新 悬浮 在 50ul TE 缓冲 液 中 , 分 成 小 份 保存 于 一 20%c。 


方法 A: 对 称 性 克隆 繁殖 


6. 基因 组 DNA 片段 ,用 限制 性 内 切 酶 切割 , 从 史 菌 体 分 离 ， 在 微型 胶 上 (9-1)7 用 省 
乙 狂 显示。 电汇 后 ,将 这 些 感 兴趣 的 内 切 酶 片段 用 电 洗 脱 (9-3) 分 离 。 揪 人物 及 制备 好 的 
PBR322 质粒 用 同样 的 限制 性 内 切 酶 切割 , 如 EcoR1， 以 备 连 接 [ 注 释 (2)]o。 

7. 同时 加 入 : 


0.3ng 切割 好 的 插 人 物 ( 第 6 步 ) 2ul 
O.lug 准备 好 的 pBR322 〈 由 第 5 步 得 到 氏 [注释 (3) | 1 pl 
T4 DNA 连接 酶 yl 
lOX4RBRMAM IK . 2ul 
H,0 14u]1 


8.149 保温 4 小 时 或 过 夜 
9. 连 接 了 的 插 人 物 已 准备 好 , 以 供 细 菌 的 转化 (8-1) 及 随后 的 菌落 筛选 (15-3) 或 微型 
制备 分 析 (8-4), 以 鉴定 带 有 选 定 的 插 人 物 的 克隆 。 


方法 B: 非 对 称 性 克隆 上 繁殖 


10. 如 用 不 同 的 内 切 酶 制备 插 人 物 时 , 则 出 现 不 对 称 的 末端 。 用 选 定 的 两 种 限制 性 内 
切 酶 消化 DNA FrBto 在 琼脂 糖 或 了 育 丙烯 酰胺 凝 胶 上 (9-2 或 9-4) 对 内 切 酶 消化 后 的 播 
人 物 电泳 ,再 用 电 洗 脱 分 离 出 插 和 信物 片段 (9-3)o 
11. 制备 5ug pBR322， 用 相 匹 配 的 限制 性 内 切 酶 切割 6-4). 用 20-1 中 的 方法 以 
SS- 葵 酚 - 和 氯仿 抽 提 使 内 切 酶 失 活 ， 乙 醇 沉 淀 。 将 提纯 的 DNA 沉淀 再 悬浮 于 20ul TE 
缓冲 液 中 。 
12. 在 琼脂 糖 或 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 分 离 选 定 的 质粒 载体 片 假 (9-2 或 9-4)。 电 洗 脱 合 
适 的 片段 (9-3)。 提纯 的 载体 以 0.lzg/ul 的 浓度 在 TE BMRA 
13 在 1.5ml 微型 离心 管 中 同 时 加 入 : 
0.4ug DNA 插 人 物 (第 10 步 ) 2] 
O.lug 质粒 DNA (3 122) Ll 


10X 连 接 缓冲 液 2ul 
T4 DNA 连接 酶 1pzl 
H,0 145] 


14.14°C 保温 4 小 时 或 过 夜 。 


e14le 


15. 连接 的 插 人 物 已 准备 好 ， 以 供 细 菌 的 转化 (8-1) 及 接 下 来 的 菌落 筛选 (15-3) 或 微 
型 制备 分 析 \8-4)， 以 鉴定 具有 选 定 的 插 人 物 的 克隆 。 


方法 C: 插入 物 的 亚 克 隆 党 殖 鸟 枪法 [注释 (47] 


16. 因为 来 自 鸣 菌 体 cDNA 文库 的 插 人 片段 可 能 是 小 的 ,可 能 难于 在 凝 胶 上 用 溴 乙 
锭 染 出 和 被 分 离 。 对 它们 的 存在 和 大 小 通常 是 用 Southern 印迹 法 和 用 感 兴趣 克隆 制 成 
的 放射 性 探 针 杂交 ，, 接着 行 放 射 性 自 显 影 来 测定 。 存 在 于 凝 胶 上 的 cDNA 播 人物 的 量 可 
能 对 一 般 的 制备 亚 克 隆 片段 的 方法 来 说 是 太 少 了 。 推 荐 使 用 下 面 的 方法 。 
17. 用 EcoRI 消化 0.5 一 1ug 含 插 人 物 的 1gt10 或 1gtl1， eee 40zl (5- 
4) 
18. (Ria BR EAN BZ RIM FAB 70°C 55> HHO fH] 40m] ees ee 
加 人 : 
10X 连 接 反应 缓冲 液 
T4 DNA 连接 酶 
按 方法 A 所 制备 的 经 EcoRI 消化 和 去 磷酸 化 的 pBR322 (0. 1g / wl) 28 5 a) 
H,0 
19. 14°C 保温 4 小 时 或 过 夜 。 | 
20. 大 的 完整 的 Age1O 或 Agtll 不 能 被 质粒 接受 做 连接 ， 又 由 于 碱 性 磷酸 酶 的 处 
SE, pBR322 也 不 会 自行 成 环 。 在 这 样 的 条 件 下 ,cDNA 插 人 物 可 有 效 地 连接 到 载体 中 。 
21. 将 连接 反应 的 全 部 反应 体积 《50w1) 按 8- 1 中 的 方法 做 转化 ， 接着 用 探 针 做 菌落 
交 以 选择 含 插 人 物 的 克隆 , 如 15-3 所 述 。 
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《1 在 进行 碱 性 酶 反应 以 前 , 取 1 小 份 在 微型 胶 上 电泳 ,以 确证 载体 DNA. 已 被 完全 消化 /载体 不 
完全 的 消化 将 造成 高 的 ,不 含 插入 物 克 隆 的 本 底 。 

(2) 插入 物 与 质粒 的 摩尔 比 大 约 应 为 4:1。 

(3) 见 注释 (2)。 

(4) 一 种 相似 的 “ 岛 枪 ”技术 可 用 于 由 A 噬菌体 DNA 插入 片 段 的 亚 克 隆 ， 而 不 需要 制备 纯 的 片 
Sto MERCK DNA (0.5 一 Lg) 用 限制 性 内 切 酶 消化 并 连接 到 大 约 0.1ug 的 内 切 酶 切 过 的 载体 上 。 选 
用 一 种 限制 性 内 切 酶 ， 使 产生 的 片段 短 于 10kb， 以 便 有 效 地 向 PBR322 中 克隆 繁殖 。 连接 混合 物 用 
于 转化 合适 的 细 著 细胞 (8-1)。 通 过 对 各 个 转化 菌落 的 微 制备 分 析 或 菌落 杂交 法 (15-3) 选 择 感 兴趣 的 
亚 克 隆 (15-3)- 


15-3 pBR322 菌落 杂交 


提要 

本 方法 是 用 放射 性 探 针 与 含 质粒 的 细 蓝 菌落 杂交 ， 以 选择 出 带 有 移 定 插 人 物质 粒 的 
Tio TARE HoH LB 抗生素 板 转 移 到 NC 滤 膜 上 。 在 NC BREN AMARA, BH 
的 DNA 贴 在 滤 膜 上 。 用 7-2 所 介绍 的 方法 与 探 针 的 杂交 。 选 出 的 菌落 然后 在 选择 性 培 
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养 基 中 生长 ,制备 质粒 DNA 以 供 进一步 分 析 。 
所 需 时 间 


杂交 前 需 4 个 小 时 
杂交 过 夜 
第 二 天 2 个 小 时 


特殊 设备 


真空 烤箱 
塑料 袋 封口 器 
放射 自 显影 装置 


试剂 


LB 毛 蔡 青霉素 或 LB 四 环 素平 板 (20-6) 

NC 滤 膜 

0.5mol/L NaOH 

1.5mol/L NaCl， 配 于 0.5 mol/L Tris(pH7.4) 中 

1.5mol/L NaCl 配 于 2XSSC 

根据 所 用 的 探 针 ,选用 杂交 缓冲 液 N 或 $ 
方法 

实验 准备 

将 感 兴 趣 的 DNA 克隆 到 pBR322 (15-2). 转 染 和 接种 含 质粒 的 菌落 ,如 8-1 所 
述 。 在 一 块 新 的 LB 抗菌 素 板 上 , 用 无 菌 的 牙签 将 各 个 菌落 放 在 一 个 个 的 方 格 中 。 将 此 
方 格 平板 培养 8 一 16 小 时 以 使 菌落 重新 形成 。 


准备 一 个 缺口 翻 释 的 限制 性 片段 探 针 以 与 感 兴趣 的 DNA 杂交 (6-1 或 7-1)。 也 可 
用 合成 的 探 针 [ 注 释 \(1)]。 用 T4 多 聚 核 童 酸 激酶 标记 合成 的 探 针 , 如 6-2 所 述 。 


转移 到 硝酸 纤维 素 膜 上 


1. 将 一 个 圆 形 的 干 NC 滤 膜 放 在 含有 待 筛 选 菌落 的 方 格 平板 上 [注释 (2),(3)]。 先 将 
一 侧 放下 , 再 将 膜 均匀 地 铺 在 平板 上 。 

2. 用 一 个 注射 器 的 针头 沿 滤 膜 的 边 以 不 对 称 的 方式 打 孔 做 为 标志 。 用 记号 笔 于 平板 
的 底部 在 针 孔 的 位 置 做 上 记号 。 这 些 对 以 后 的 定位 是 有 用 的 。 

3.f& NC 膜 完全 湿 透 后 ( 约 1 一 2 分 钟 ) 用 两 把 平头 的 锰 子 在 膜 的 两 边 泪 膜 垂下 处 
夹 起 从 而 将 滤 膜 从 板 上 揭 下 。 每 一 个 菌落 都 会 有 一 部 分 粘 在 NC RE, 并 仍 会 有 一 小 部 
分 留 在 琼脂 板 上 。 

4. 将 培养 板 在 37°C 再 保温 4 一 6 小 时 ,使 菌落 重新 形成 。 将 培养 板 贮存 于 4"C, 直至 
通过 杂交 鉴定 出 阳性 菌落 。 
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滤 膜 的 准备 


5. 将 揭 下 来 的 NC 滤 膜 放 在 一 片 用 0.5mol/L NaOH 饱和 的 “Whatman 3MM #8 
纸 上 , 菌落 面向 上 , 标号 面向 下 。 

6. 令 NC 膜 完 全 帘 透 (5 分 钟 )。 

7. 移 开 滤 膜 , 简单 地 放 在 控 手 纸 上 , 以 吸 掉 过 多 的 液体 。 

8. 将 滤 膜 转移 到 另外 一 张 漫 泡 在 含 1.5mol/L NaCl 的 Tris (pH7.4) 的 3MM 纸 
上 , 菌落 面向 上 ,在 室温 中 放置 5 分 钟 。 将 泪 膜 从 纸 上 移 下 , 放 在 一 张 请 洁 的 擦 手纸 上 , 吸 
去 过 量 的 缓冲 液 。 

9. 将 滤 膜 移 到 第 三 张 淄 泡 有 含 1.5mol/L NaCl 和 2XSSC 的 3MM KE 放置 
5 分 钟 。 从 纸 上 移 开 滤 膜 。 在 清洁 的 擦 手纸 上 吸 去 多 余 的 液体 。 

10. 在 实验 台 上 空气 干燥 滤 膜 1 小时。 真空 80° 烘 2 小 时 。 

11. 滤 膜 现 已 准备 好 与 放射 性 探 针 杂交 。 如 果 用 合成 探 针 ， 按 6-3 的 方法 继续 进行 6 
如 采用 缺口 翻译 探 针 , 则 按 7-2 进行 。 

12. 用 20-5 的 方法 将 杂交 后 的 NC 滤 膜 做 放射 自 显影 。 将 放射 自 显影 谱 与 培养 板 
按 打下 的 记号 定位 . 排 好 。 鉴 定 阳 性 的 杂交 菌落 并 用 微 制备 分 析 (8-4) 或 制备 性 质粒 生长 
《8-?2 或 8-8) 让 所 要 的 菌落 增殖 。 


注释 

(1) 由 于 与 贴 在 NC 滤 膜 上 的 蛋白 质 非特 异性 粘连 ,合成 的 探 针 可 能 难于 应 用 。 如 换 用 Colony/ 
Plague Screen (NEN) 膜 ， 并 在 杂交 缓冲 液 中 包括 0.1% SDS 和 洗涤 ， 可 能 会 在 一 定 移 度 上 降低 本 
底 。 注 意 , 此 滤 膜 不 得 烘 烤 。 

(2) 用 铅笔 或 钢笔 给 NC 滤 膜 编 上 和 培养 板 相应 的 号 。 将 滤 膜 放 在 板 上 ,编号 的 一 侧 向 上 。 

(3) 在 筛选 中 , 放 和 已 知 不 含有 感 兴趣 的 插入 物 〈 如 不 带 克 隆 的 插入 物 的 pBR322) 的 菌落 做 为 得 
选中 的 阴性 对 照 , 以 区 分 非特 异性 杂交 和 特异 性 的 与 探 针 的 结合 。 


15-4 Bx S| PUCK 


提要 


代替 克隆 繁殖 DNA 到 pBR322 中 去 的 另 一 个 方法 是 用 PUC 质粒 。 这 是 一 种 改 
良 的 pBR322 载体 ， 它 带 有 氨 共 青霉素 抗 性 基因 和 相似 于 M13 mp 载体 的 多 聚 衔接 区 
[注释 (1)]。 在 PUC 质 粒 中 还 包括 lac Z 基 因 的 5 末端 , CAT eRe Bei A BIS Ri 
接 区 而 隔断 ， 使 得 对 于 携 有 插 人 物 的 片 侦 有 一 种 颜色 选择 。 携 有 插 人 物 的 质粒 不 能 补充 
ca- 互 补 性 大 肠 杆菌 宿主 的 gal” 表 型 。 它 们 形成 的 转化 体 仍 保留 gal ,因此 不 能 将 Xgal 
代谢 成 蓝 色 色素 。 这 样 形成 的 生长 在 加 有 IPTG 和 X8gal 的 .LB- 氮 下 青霉素 板 上 的 菌 
落 仍 应 保持 白色 ,反之 ,不 携带 插 人 物 的 质粒 可 补充 大 肠 杆菌 宿主 , 使 其 成 为 gal*, FE 
加 有 IPTG 和 Xgal 的 LB- 氮 涉 青 霉 素 板 上 形成 蓝 色 集落 。 因为 在 PUC RANSR 
衔接 区 有 一 系列 克隆 繁殖 位 点 存在 ,PUC 经 常 是 比 pBR322 更 通用 的 亚 克 隆 繁殖 载体 。 

在 PUC 所 用 的 连接 和 转化 方法 与 用 于 M13 亚 克 隆 繁殖 (16-2 和 16-4) 和 - pBR322 
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亚 克 隆 繁殖 (15-2 和 8-1) 的 方法 类 似 。 


插入 物 克隆 繁殖 到 pUC 中 


DNA 片段 的 制备 和 连接 和 15-2 用 于 pBR322 的 方法 一 样 。 注意 如 第 4 章 的 图 所 
AR» 可 利用 的 克隆 繁殖 的 位 点 是 不 同 的 。 为 了 利用 pUC 的 颜色 选择 性 质 , 将 质粒 在 大 肠 
杆菌 宿主 (如 JM103) 转 化 和 增殖 。 将 :Cacl, 转化 体 接种 在 含 Xgal、IPTG MAKES 
AW LB-AKES AWWL, 用 20-6 介绍 的 方法 制 板 。 


质粒 的 生长 


质粒 生长 条 件 与 用 于 pBR322 的 一 致 《8-1 一 8-4)。 因为 PUC 没有 四 环 素 抗 性 基 
' 因 , 仅 氨 下 青霉素 能 用 于 选择 。 ME, DNA 插 人 物 可 连接 到 多 聚 衔接 区 。 


对 克隆 到 pUC 中 的 DNA 顺序 分 析 


尽管 不 大 常用 ,但 PUC 仍 可 用 于 部 分 顺序 分 析 , 所 用 的 操作 类 似 于 M13 顺序 分 析 
的 方法 (16-10)。 由 PUC 质粒 做 顺序 分 析 的 方法 在 下 面 介绍 。 


试剂 


TE 给 冲 液 

SS- RB 

氧 仿 

乙醇 

限制 性 内 切 酶 

限制 性 内 切 酶 缓冲 液 (15-4) 

通用 性 启动 子 〈17-mer， Collaborative Research), 用 水 稀释 到 250pl, rer 
2% 

1OXRABA BE HR, —20C, BF 16-10 有 关 顺 序 分 析 的 试剂 


方法 


1. 用 切 点 在 插 和 信物 和 启动 子 之 外 但 在 多 聚 衔 接 区 以 内 的 限制 性 内 切 酶 (5-4) Dal 
pUC 质粒 10xg (参见 第 4 章 中 pUC 质粒 限制 性 内 切 酶 谱 )。 

2. 进行 SS- 葵 酚 / 氧 仿 抽 提 和 乙醇 沉淀 (参见 20-1)。 

3. 再 将 沉淀 物 溶 解 在 20ul TE 中 。 

4. 合并 lug Qel) 内 切 酶 切割 的 质粒 和 摩尔 比 超过 10 倍 的 通用 型 启动 子 、 1.54] 
10X 聚 合 酶 反应 缓冲 液 , 并 加 水 至 最 终 体 积 9.5ulo。 

5. 95°C 加 热 2 分钟 。 再 立即 放 到 冰 上 至 少 5 分 钟 , 使 启动 子 退 火 并 使 双 链 的 形成 最 
少 [注释 (2)]。 

6. 转 人 16-10 的 第 2 步 。 

7. 这 种 部 分 顺序 的 信息 对 确证 已 经 得 到 的 感 兴趣 的 质粒 时 是 有 用 的 。 
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注释 
(1) 在 PUC 家 族 中 有 许多 成 员 。 一 般 说 来 ， 较 大 的 号 (如 PUC18 对 pUC8) 表 示 在 其 唯一 的 克 
隆 繁殖 区 有 较 多 的 RE 位 点 。 很 多 对 PUC 质粒 ,例如 PUC18 和 19 或 8 和 9， 区 别 仅 在 于 克隆 繁殖 


区 中 从 左 到 右 的 RE 位 点 方向 不 同 , 相 似 于 M13 的 情况 (16-1)o 
(2) 这 也 可 用 碱 〈0.5mol/LNaOH) 处 理 来 实现 。 人 参见 Zagursky 等 的 参 芳 文献 。 


参考 文献 


Ruther, U., and Muller-Hill, B., EMBO J. 2:1791, 1982. 
Zagursky, R., Baumeister, K., Lomax, N., and Berman, M., Gene Anal. Tech. 2:89, i985. 
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16% M13 克隆 繁殖 和 有 顺序 分 访 
16-1 M3 充 隆 繁殖 和 顺序 分 析 : 概要 


提要 


， ”本 书 下 面 的 10 节 介绍 一 组 重要 的 分 子 生 物 学 技术 : “将 M13 载体 用 于 DNA 的 克 
隆 繁 殖 和 顺序 分 析 。 本 节 对 M13 载体 和 双 脱 氧 顺 序 分 析 技 术 做 一 般 性 的 描述 。 

已 发 展 了 一 些 细菌 菌株 ,它们 被 分 子 生物 学 家 用 于 制备 Mi3mp HM. 这 些 菌 株 中 
有 3 株 在 本 节 概 述 的 方法 中 特别 有 用 ; 对 mp 克隆 ，JM103 是 常用 的 细菌 宿主 。 许多 
实验 室 已 用 这 个 宿主 成 功 地 产生 了 大 量 的 对 S1 酶 分 析 和 DNA 顺序 分 析 有 用 的 M13 
亚 克 隆 。 这 个 菌株 生长 良好 ， 转 化 效率 高 ， 在 大 多 数 实验 里 可 从 几 毫 升 培养 液 得 到 合意 
的 DNA 产量 。 但 是 ， 这 个 菌株 含有 两 个 活化 的 限制 性 修饰 系统 Eco K12 和 Eco Fl 
系统 ， 这 和 最 初 发 表 的 它 应 当 是 缺乏 限制 性 系统 的 基因 型 的 观点 相反 。 这 两 不 限制 性 系 
统 对 克隆 含有 大 量 Eco K12 识别 位 点 (AGACC7 或 -Eco Pl PRAILR (AACN, GTGC) . 
的 未 修饰 的 DNA 可 能 产生 困难 。 

已 构建 了 试图 克服 JM103 的 局 限 性 的 两 种 新 的 菌株 。 大 肠 杆 菌 JM107 菌株 可 成 
功 地 用 于 生长 Mi3mp MRK. 这 个 细胞 系 丢 失 了 Eco K12 和 Eco Pl 的 限制 系统 。 
JM107 比 JM103 生长 得 慢 ; 而 且 众 制备 性 生长 中 得 到 的 M13 DNA 产量 比 从 JM103 
得 到 的 要 低 。JM109 与 JM107 相同 ,但 是 它 是 recA ,这 就 降低 了 同 源 重 组 率 和 克隆 顺 
序 的 缺失 。 当 一 个 大 的 插 人 片 眉 被 亚 克 隆 时 ,， JM107 和 JM109 比 JM103 的 优势 在 理 
论 上 应 当 更 有 意义 ,而 且 对 含有 许多 个 Eco Pl 或 Eco K12 JARI ARO RASS 
高 。 所 有 这 些 菌 株 都 可 用 于 下 几 节 所 记述 的 方法 中 。 根 据 所 遇 到 的 特定 的 亚 克 隆 的 问 
题 , 某 一 特定 的 宿主 可 能 最 有 用 。 


对 M13 载体 的 描述 


已 构建 了 大 量 的 克隆 繁殖 载体 并 可 以 买 到 。 M13 载体 mp8. mp9, mpl0, mpll, 
mp18 和 mp19 是 环 状 单 链 DNA， 呈 纤 维 状 ， 是 雄性 特异 的 大 肠 杆 菌 鸣 菌 体 。 它 们 已 被 
改造 成 包括 一 个 多 聚 衔接 区 、 带 有 多 种 限制 性 酶 切 位 点 ,能 快速 进行 克隆 繁殖 ,而 且 插 人 
了 6- 半 乳糖 背 酶 基因 〈lacZ) 的 载体 。 因为 lacZ 基因 被 隔断 ， 所 以 含有 插 人 片段 的 
M13 噬菌体 是 gal-。 当 它们 生长 在 适宜 的 =- 互补 性 的 gal 大 肠 杆菌 宿主 (例如 JM103 
或 JM107) 中 并 有 Xgal 存在 时 URC JER M13 喉 菌 体 用 于 这 些 实验 时 
能 对 大 肠 杆 菌 宿主 的 gal ”产生 互补 作用 ,从 而 形成 蓝 色 叹 菌 禾 , 这 就 使 它们 与 重组 噬 菌 
体 所 形成 的 透明 叹 菌 斑 很 容易 地 区 分 开 来 。 

多 聚 衔接 区 域 的 多 个 限制 性 内 切 酶 位 点 可 允许 多 种 限制 性 片段 被 克隆 进 M13 载 
Ko SH mp 载体 在 它们 的 多 聚 衔接 区 域 含 有 不 同 的 限制 性 内 切 酶 位 点 ,通常 mp 的 编 
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2a. RE : DNA 插入 


aircug : 
2b. bi ke 
"5 1. RE 切割 fr = 
a 
NN 3, TADNA 连接 酶 
4, 加 CaClz 活化 细胞 
5. 转化 和 接 御 
8. 除去 细胞 
9. 用 PEG 4+ M134 6a. Hk Hy EAA me Ba BE 
eae tora eee 3 ES Ty 
6b. 筛选 含 插入 物 的 噬 菌 更 
fa DNA 7. 2m1 和 裂解 液 37"C 生 长 
引物 
y 
10. 和 
11. 加 : 
a-™*P-dATP 
dNTP's 
大 片段 DNA #4 serase 
ddGTP 
c"| A"| T| c | 
vw Aw Tw C YY 
12. 做 顺序 分 析 凝 胶 
13. 凝 胶 电 泳 
14. 放射 自 显影 
5 
15. 从 下 往 上 读 顺 序 : 


5'—-GATGGACTCTGAAT—3 


图 16.1 M13 双 脱氧 链 终止 法 做 顺序 分 析 的 示意 图 。DNA 克隆 到 M13 的 双 链 RF Mh, 用 此 带 有 插入 物 的 载 
体 转化 细胞 ,分 离 出 带 有 插入 物 的 单 链 M13。 将 这 样 的 单 链 做 模板 ,在 大 片 侦 DNA 聚 合 酶 的 作用 下 进行 引物 延伸 反 
这 。 在 各 个 反应 中 包括 特定 的 ddNTB 使 链 终止 。 从 统计 机 率 来 看 > 这 将 造成 在 引物 以 后 的 每 一 个 有 此 特定 核 背 酸 
的 位 置 都 可 能 终止 。 有 此 得 到 的 不 同 长 度 的 产物 可 在 顺序 分 析 凝 胶 上 分 离 胶 的 放射 自 显影 图 将 通过 (分 别 代 表 每 一 
MRA) 4 行 中 每 一 行内 谱 带 的 位 置 (由 ddNTP 终止 ) 表 示 出 顺序 。 ， 
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号 越 大 ,其 克隆 位 点 也 就 越 多 。 而 且 ，, 在 多 聚 衔接 区 域 的 内 切 酶 位 点 的 顺序 在 某 几 对 mp 
载体 中 的 方向 正好 颠倒 ,例如 mp8 与 mp9,mpl0 与 mpll 或 mpl8 与 mpl9。 这 种 
配对 人 允许 带 有 个 对 称 末端 的 片 妥 在 两 个 方向 上 进行 克隆 繁殖 《例如 利用 mp18 和 -mp19 
两 个 载体 对 EcoR] 和 Hindlll 片段 在 两 个 方向 上 克隆 )。 这 就 能 够 使 限制 性 片 眉 的 一 
股 链 在 mp18 上 克隆 繁殖 和 顺序 测定 ,而 它 的 互补 链 则 在 mpl19 上 进行 。 紧 接着 多 聚 衔 
接 区 的 是 能 专 一 地 与 合成 的 寡 核 昔 酸 引物 退火 的 顺序 。 FRAKHE DNA RAs 1 
在 使 引物 延伸 时 ,可 容许 被 克隆 的 插 人 物 作为 模板 。 

为 将 限制 性 内 切 酶 片段 克隆 进 mp 载 体 , 必须 在 多 聚 衔接 区 产生 能 为 准备 连接 进来 的 
片 有 侦 末端 相 匹配 的 末端 。 例 如 ,任何 平 末端 ( 即 不 产生 四 陷 也 不 产生 罕 出 的 单 链 部 分 的 限 
制 性 内 切 酶 切割 位 点 ) 能 被 直接 连 到 任何 其 它 的 平 末端 上 。 带 有 粘 末端 的 限制 性 内 切 酶 
切割 位 点 (凹陷 或 突出 ) 必 须 与 其 连接 对 象 的 碱 基 配 对 , 按 这 样 的 方式 进行 , 即 一 个 位 点 的 
3 OH 与 另 一 位 点 的 5 磷酸 基 正 好 对 齐 。 任 何 限 制 性 内 切 酶 位 点 能 连 到 另 一 个 用 同样 
的 内 切 酶 产生 的 切割 末端 上 ， 因 此 总 是 可 以 做 匹配 连接 。 有 几 对 不 同 的 限制 性 内 切 酶 也 
能 产生 相 匹 配 的 末端 ; 现 以 .MboI 为 例 : 


v Vv 


GATC 和 BamHI; G|GATC C 
CTAG 人 
A 他 
为 了 制备 M13 克隆 繁殖 载体 必须 制备 双 链 的 M13 复制 型 (REF)， 因 为 只 有 双 链 


DNA 才能 被 限制 性 内 切 酶 切割 。 为 将 M13 载体 用 做 克隆 繁殖 载体 和 顺序 分 析 , 所 要 做 
的 处 理 \ 贮 存 \ 增 殖 和 操作 的 许多 概念 将 在 下 面 的 各 节 中 介绍 。 。 


DNA 片段 的 顺序 分 析 


为 增加 对 某 种 基因 结构 的 了 解 ， 一 种 重要 的 技术 就 是 快速 * 精确 的 DNA 顺 序 分 析 。 
为 克隆 的 \ 未 端 标记 的 DNA 片 段 做 快速 顺序 分 析 ,发 展 的 第 一 个 方法 涉及 到 对 特定 核 背 酸 
的 化 学 修饰 和 切断 ,随后 再 通过 在 高 分 辩 的 变性 丙烯 酰胺 凝 胶 上 的 电泳 。 这 种 化 学 顺序 分 
析 方 法 是 Maxam 和 Gilbert 1977 年 发 展 的 。 这 个 方法 在 本 节 人 参考 文 献 的 头 两 篇 文献 
中 有 详细 的 描述 ,本 书 不 再 重复 。 

另 一 种 快速 的 DNA 顺序 测定 方法 , 即 用 M13 载体 的 双 脱 氧 顺 序 分 析 法 ,将 在 下 一 
节 中 介绍 。 在 用 M13 克隆 做 顺序 分 析 时 有 3 个 步 又: 克隆 的 产生 ， 待 顺序 分 析 的 克隆 
的 筛选 以 及 用 于 推断 延伸 链 中 碱 基 顺序 的 引物 延伸 顺序 分 析 过 程 本 身 。 有 3 种 技术 可 
产生 待 顺序 分 析 克 隆 。 如 果 有 被 克隆 区 域 的 详细 限制 图 谱 ， 那 么 能 制备 特定 的 限制 性 片 
段 并 直接 连 进 M13 载体 以 克隆 繁殖 感 兴趣 的 片段 (16-2)o 如 果 对 待 顺序 分 析 区 有 探 针 可 
供 选 择 ， 则 含有 此 待 顺序 分 析 区 的 实质 性 限制 性 消化 产物 可 用 “ 乌 枪 法 去 克隆 ， 从 而 
产生 一 个 小 的 基因 文库 ， 其 中 的 一 部 分 会 包含 有 感 兴趣 的 片 航 。 然 后 这 些 克 隆 可 用 探 针 
做 杂交 而 被 选择 出 来 以 进行 详细 序列 的 分 析 (16-6)。 最 后 ,产生 克隆 的 最 全 面 和 系统 的 方 
法 是 连续 的 . BAL31 外 切 核 酸 酶 缺失 法 。 在 这 一 方法 中 产生 了 一 系列 重 登 的 克隆 ， 它 们 
的 区 别 在 于 经 BAL31 核酸 外 切 酶 从 待 顺序 分 析 区 的 一 端 进行 消化 所 造成 的 不 同 程度 的 
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合 失 。 这 些 连 续 缺 失 的 克 噬 人 允许 通过 渐进 地 分 析 缺 失 更 多 的 克隆 的 顺序 ， 从 而 测定 出 整 
个 区 域 的 顺序 。 这 一 方法 能 用 于 对 所 感 兴 趣 的 区 域 的 限制 性 位 点 图 谱 几 乎 毫 无 重要 入 息 
的 场合 下 。 

存在 两 种 选择 待 顺序 分 析 克 隆 的 方法 。 第 一 种 方法 涉及 到 应 用 针对 待 分 析 区 域 的 特 
异性 探 针 ， 以 通过 杂交 技术 来 筛选 M13 克隆 (16-6)。 然 后 可 用 对 由 被 选 出 的 克隆 所 制 
备 的 DNA 进行 单行 的 顺序 分 析 以 鉴定 出 精确 复制 的 或 同胞 的 克隆 (16-8)。 当 进行 完整 
顺序 的 分 析 时 ， 单 行 顺序 分 析 也 用 于 从 一 组 同胞 顺序 中 预 指出 那些 DNA 将 会 给 出 最 清 
楚 的 顺序 。 

一 旦 克隆 已 产生 并 被 乌 选 出 来 ， 就 进行 引物 延伸 以 测定 插入 物 的 顺序 。 一 种 合成 的 
SRAM (17-mer) 引物 被 退火 到 直接 靠近 克隆 插 人 物 单 链 M13 DNA 基因 组 上 E。 采 
FUAHBEDNA 聚合 酶 49 4 种 单独 的 引物 延伸 反应 随即 开始 。 每 种 反应 含 所 有 4 种 脱氧 
三 磷酸 核 昔 酸 (dNTP), 但 其 中 一 种 dNTP 用 ?P 或 5 标记 ， 这 是 为 以 后 用 放射 自 显 ， 
影 检 测 延 长 的 链 。 4 种 反应 的 每 一 种 都 加 入 一 种 低 浓 度 的 双 脱 氧 核 背 三 磷酸 dd GTP, 
ddATP、ddTTP、ddCTP)。 于 是 ,每 管 中 大 量 的 引物 延 伟 反 应 同时 发 生 , 但 是 在 延 伟 反应 
的 任 一 点 上 都 有 一 小 部 分 新 延伸 链 的 末端 将 参 人 ddNTP。 管 中 这 一 小 部 分 反应 ， 由 于 其 
3° OH 端 是 缺失 的 而 不 能 进一步 延长 。 但 是 其 它 延 长 反应 将 继续 进行 , 直到 ddNTP 被 
参 人 。 在 这 4 支管 中 ,将 存在 这 个 顺序 的 所 有 可 能 长 度 的 混合 物 , 所 以 ， 它 们 全 由 引物 区 
开始 ， 但 停止 在 某 一 种 特定 的 双 脱 氧 核 昔 酸 处 。 由 于 标记 的 核 昔 酸 延 着 其 全 长 在 多 处 被 
插 和 人 ,所 以 这 些 片段 都 具有 放射 活性 。 当 来 自 4 支 管 的 样品 在 高 分 辩 序 列 胶 的 毗邻 孔 中 走 
电泳 时 ， 从 几 个 核 昔 酸 长 一 直到 用 引物 延伸 法 完成 的 最 大 长 度 的 每 个 片段 都 将 显示 为 独 
立 的 谱 带 。 最 短 的 片 外 在 凝 胶 上 将 走 到 最 下 面 。 

因此 ,例如 在 含有 dNTP 和 ddGTP 的 G 管 中 , 将 只 出 现 那些 以 G 为 结尾 的 延伸 序 
列 ,但 是 管 中 将 会 有 所 有 的 各 种 长 度 的 以 G 为 未 端的 延伸 DNA。 所 以 ， 如 果 在 插 人 到 
M13 载体 上 的 DNA 模板 上 的 引物 (位 置 1) 后 第 15、17、21 和 28 位 有 C 核 背 酸 存在 , 则 
在 G 管 中 就 将 有 在 15.17, 21 和 28 位 上 被 双 脱氧 核 音 酸 中 止 的 片 眉 。 而 且 如 果 模 板 DNA 
上 含有 一 段 6 个 核 苷 酸 的 顺序 5-ATTGCG-3',， 则 新 合成 的 引物 延伸 的 DNA 片段 将 携 
有 一 段 与 此 逆行 互补 的 顺序 5-CGCAAT-3'。 在 顺序 分 析 凝 胶 的 放射 自 显 影 上 ， 从 下 往 : 
上 读 则 将 有 一 个 C 信号 ,一 个 G 信号 ,一 个 C 信 号 , 2 个 A 信 号 和 一 个 工 信 号 。 

本 方法 快速 、 精 确 简 单 , 比 化 学 顺序 分 析 法 所 需 的 工作 量 要 少 。 而 且 用 双 脱 氧 顺序 分 
析 法 时 放射 活性 物质 使 用 量 少 \. 所 用 的 化 学 试剂 危险 性 也 较 小 。 凝 胶 的 放射 自 显 影 1 一 2 
天 后 就 能 读 出 ， 这 就 能 够 快速 收集 到 顺序 的 分 析 的 资料 。 虽 然 从 任 一 组 反应 一 般 仅 能 读 
出 200 一 400 个 碱 基 ; 但 有 用 本 方法 进行 拼合 的 技术 ,可 应 用 于 大 得 多 的 DNA FBS 

为 顺序 分 析 的 目的 而 产生 的 M13 亚 克 隆 也 能 用 在 其 它 基因 表达 的 研究 中 ， 例 如 于 
于 Northern 印迹 法 或 Sl 核酸 酶 定位 法 。 由 于 上 述 原因 ;本 书 将 M13 克隆 繁殖 和 双 脱 
氧 顺 序 分 析 法 作为 一 种 对 大 多 数 顺 序 分 析 研 究 都 可 供 选 用 的 方法 介绍 给 读者 。 


结论 


在 这 些 技 术 中 有 3 个 主要 步骤 : M13 重组 克隆 的 产生 , 待 顺 序 分 析 克 隆 的 选择 和 弛 
物 延 伸 反 应 / 双 脱 氧 顺 序 分 析 。 所 有 这 些 步 骤 将 在 以 下 的 9 节 中 加 以 叙述 。 
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16-2 制备 在 特定 限制 性 酶 切 位 点 克隆 繁殖 的 插入 物 


提要 


本 节 记 述 克隆 繁殖 M13 载体 中 的 DNA 限制 性 片 眉 的 制备 方法 。 DNA 片段 可 能 
具有 可 与 M13 多 聚 衔接 区 上 的 任何 结合 部 位 能 相 匹 配 连 接 的 粘性 末端 。 任 何平 末端 却 可 
被 连接 到 mp8, mp9, mpl0, mpll, mpl8 或 mp19 载体 中 的 两 个 平 末端 克隆 繁殖 位 
点 Smal 位 点 和 Hincll 位 点 中 的 一 个 上 。 如 果 需 要 ， 克 隆 繁殖 插 人 片 眉 也 可 通过 连续 
BAL31 外 切 酶 缺失 法 做 进一步 的 制备 (参见 16-3)o 


实验 所 需 时 间 
1 天 


特殊 设备 


”真空 离心 机 
微型 凝 胶 装 置 
电 洗 脱 装 置 
闪烁 计数 器 (必要 时 用 ) 
试剂 
用 于 M13 插 人 的 限制 性 内 切 酶 , 它 取决 于 所 用 的 mp 载体 和 待 插 人 的 DNA 片段 
的 性 质 。 
“ 10 XxRE 缓冲 液 ( 取 决 于 使 用 的 RE, 人 参见 5-4) 
SS- RR Ht 
氧 仿 
TE BR 
3mol/L && 4, pH7.4 
10 X RAAB RP 
DNA 聚合 酶 LI, 大 片段 (Klenow) 5U/zl 
酵母 ¢+RNA, 10mg/ml 
10mmo!l/L DTT 
0.5mmol/L. dATP, dTTP, dCTP 和 dGTP 的 混合 溶液 ， pH7.0 
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T4 DNA #A#§5U/x1(BRL) 

10 X T4 聚合 酶 缓冲 液 
700mmo!/L Tris, pH7.4 
108mmo!/L MgCl 
50mmo!/L DTT 


方法 
实验 准备 


制备 含 待 顺序 分 析 区 的 质粒 或 噬菌体 DNA。 午 清 此 区 域 附近 的 限制 性 酶 切 位 点 的 
分 布 ， 为 进行 M13 克隆 繁殖 和 顺序 分 析 确 定 合适 的 族人 段 。 合 适 的 限制 性 酶 切 位 点 是 在 
感 兴趣 区 域 的 100 一 300 碱 基 处 [注释 (1)]。 


SRD DNA 片段 有 和 MI13 克隆 繁殖 位 点 相 匹配 的 RE 位 点 时 


1. 用 RE 消化 5 一 10uwg 克隆 DNA，, 以 得 到 想 要 的 片 恨 45-4)。 如 果 要 用 的 RE 不 
止 一 个 ,那么 对 每 一 种 RE 的 盐 的 条 件 必须 相 容 。 如 果 盐 的 条 件 不 一 样 ， 那 么 从 所 需 盐 
浓度 最 低 的 一 种 RE 开始 ,依次 使 用 之 。 

2. 样品 在 琼脂 糖 或 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 走 电泳 以 分 离 感 兴趣 的 片段 (9-1) [注释 (27]e 
在 紫外 灯 下 ,通过 省 乙 锭 显示 出 样品 。 

3. 从 凝 胶 上 挖 出 所 要 的 带 。 从 凝 胶 条 上 电 洗 脱 DNA(9-3)。 加 lawl 的 酵母 tRNA 
洗 脱 样品 。 

4. 用 SS- 葵 酚 /氯仿 抽 提 样品 ,用 乙醇 沉淀 (20-1)。 

3。 真空 离心 干燥 样品 。 将 样品 以 0.1ug/ yl 的 浓度 重新 悬浮 在 TE 缓冲 液 中 。 用 
于 连接 的 DNA 限制 性 片 妥 现 在 已 备 好 待 用 (16-47o 


% DNA 未 端 与 M13 克隆 繁殖 位 点 不 相 匹配 时 


HWA DNA 多 聚 酶 I (对 5 凸 出 末端 ) 或 T4 DNA 多 聚 酶 〈 对 3 HK 
端 ) 将 不 相 容 的 末端 转变 成 平 末 端 [注释 (3)]。 注意 无 论 5 凸 出 或 3 凸 出 的 未 端 都 可 造 
成 ,只 取决 于 用 哪 种 限制 性 内 切 酶 。 用 第 3 一 5 步 在 5 凸 出 时 产生 平 未 端 ,而 用 第 6 一 8 步 在 
3 Ty Hy sb Pe AE SE 

1. 用 一 种 其 末端 将 转变 成 光滑 形式 的 内 切 酶 完全 消化 20ug 的 克隆 DNA, 用 ss- 
苯酚 /氯仿 抽 提 以 除去 RE, 乙 醇 沉淀 (20-1)。 

2. 重新 悬浮 纯化 的 DNA 于 20ul 的 TE 缓冲 液 中 。 


对 于 5 kw RS 


3. 混合 : 
DNA 样品 20 ul 
10X RA BAK 3 ul 
10mmol/L DTT 3ul 


dNTP 混合 液 ( 每 种 0.5mmol/L) 3ul 
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DNA AHS I (KA E) Ipl 
4. 37°C 保温 15 分 钟 ! 
5. 70°C 加 热 10. 分 钟 灭 活 酶 。 以 下 进入 步骤 9. 


对 于 3 GHAR 

6. 混合 : 
DNA 样品 20z1 
10 x T4 聚合 酶 缓冲 液 3A1 
dNTP 混合 液 ( 每 种 0.5mmol/ 工 ) 3u1 
H,0 3 pul 
T4 BAR lyl 


7. 37°C 保温 15 分 钟 。 

8. 70°C 加 热 10 分 钟 灭 活 酶 。 

9. 通过 SS- 苯酚/ 氯仿 抽 提 及 乙醇 沉淀 纯化 DNA (20-1), DNA 沉淀 重新 悬浮 到 
20ul 的 TE 缓冲 液 中 。 

10. 不 相 容 的 5 凸 出 或 3 凸 出 末端 现在 已 成 为 平滑 的 了 ,可 和 M13 mp 载体 多 聚 衔 
接 区 的 Smal 或 Hincll RE 位 点 相 匹配 而 连接 。 

11. 如 有 必要 ,来 自 步骤 9 的 DNA 可 再 用 一 种 RE 消化 ,以 产生 为 克隆 繁殖 到 mp 
载体 中 去 的 不 对 称 片 段 (5-4)oRE 消 化 之 后 ,按照 .20-1 AOE HEAT eK DNA, 
并 将 沉淀 再 悬浮 于 2041 的 TE 缓冲 液 中 。 

12. 通过 琼脂 糖 或 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 ( 人 参见 9-2 一 9-4) 的 分 辩 及 电 洗 脱 〈9-37 提纯 所 要 
的 片段 , 洗 脱 后 的 DNA 以 0.1wg/aul 的 浓度 再 悬 泽 于 TE 缓 冲 液 中 。 另 一 种 方法 是 将 全 部 
消化 物 都 连 到 合适 的 M13 载体 中 (”“ 鸟 枪法 "克隆 繁殖 ) ,产生 克隆 的 文库 (6-4)o 这 些 克隆 
与 所 感 兴趣 的 DNA 的 放射 性 探 针 杂交 ， 以 选择 出 待 进行 顺序 分 析 的 M13 克隆 (16-6)。 


注释 

C1) 从 复杂 的 RE REI TAR RET M13 顺序 分 析 经 常 是 困难 的 。 在 这 种 情况 下 , 将 
消化 物 中 的 全 部 内 容 物 可 与 一 种 准备 好 的 载体 相连 接 ， 似 进行 鸟 枪法 克隆 繁殖 。 此 方法 产生 一 个 含 所 
有 消化 片 妥 的 M13 克隆 文库 。 想 用 于 顺序 分 析 的 克隆 可 用 能 定 出 感 兴趣 区 域 的 放射 性 探 针 去 杂交 而 
被 选择 出 来 (16-6)o 

(2) MAA Ee (1 000bp LAE) Fd Bik HE REIB 5 EI Fr BR MF 7 PA POG BRIBE FS Ho 小 的 片段 更 容 
BEE] M13 载体 中 。 

(3) KAR DNA RAB I (Klenow) HA RHE 5 HAY RE 位 点 转变 为 平 末端 。 这 个 
酶 对 转变 3 凸 出 末端 为 平 末端 作用 较 弱 。T4 DNA 多 聚 酶 对 切 平 3 凸 出 末端 是 一 种 较 好 的 酶 。 


16-3 通过 连续 的 BAL31 外 切 酶 缺失 法 经 
M13 克隆 繁殖 法 制备 播 入 物 
提要 
本 方法 用 于 制备 一 系列 系统 的 缺失 片 申 ， 这 些 片 眉 包 括 M13 中 待 进行 顺序 分 析 的 
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区 域 。 这 些 待 克隆 进 M13 多 聚 衔接 区 的 片 仆 ， 是 用 核酸 外 切 酶 BAL31 在 上 距 某 一 单独 
的 RE 位 点 一 定 的 距离 处 被 切 开 的 。 用 这 样 的 策略 进行 M13 克隆 繁殖 ,通过 分 析 重 登 
的 、 逐 步 缺 失 的 M13 克隆 ,就 好 像 是 在 穿 过 一 段 区 域 的 顺序 上 "散步 *。 这 个 方法 包括 6 
个 步骤 : 1) 将 待 顺序 分 析 的 一 贤 DNA 片 眉 亚 克隆 进 pBR 质粒 载体 ; 2) 制备 性 繁殖 
质粒 -插入 物 $ 3) 用 一 种 RE 切割 此 质粒 ; 4) 用 BAL31 外 切 酶 消化 , 制备 一 个 比 一 个 
缩短 的 样品 ; 5) BEG BAL31 消化 的 末端 以 形成 平滑 末端 ; 6) 用 第 二 种 RE 消化 质粒 
DNA, 从 中 移出 累进 缺失 的 插 人 物 。 通过 凝 胶 电 泳 和 电 洗 脱 制备 插 炎 片 恨 ， 将 这 一 组 播 
信物 连接 到 M13mp 载体 中 ,被 衍生 出 的 这 种 重 受 的 片 候 可 用 于 对 感 兴 趣 DMA HAM 
序 进行 测定 。 

实验 所 需 时 间 

JL 


试剂 
RE 〈 选 择 时 参见 下 文 ) 
10 X RE 缓冲 液 (5-4) 
SS- 茶 酚 
Ai 
3mol/L #4), pH7.4 
10OXKAKEH iz 
DNA #4 1,44 EE (Klenow) 5U/zl 
dNTP 混合 液 (dGTP, dATP, dTTP, dCTP 4% 0.5mmol/L), pH7.0 
BAL 31 #%,3U/ul (NEBL) 
5 x BAL31 缓冲 液 
3mol/L NaCl 
60mmol/L CaCl, 
60mmol/L MgCl, 
100mmol/L Tris, pH8.0 : sh 
5mmol/L EDTA 
酵母 s+RNA, 10mg/ml 
0.5mol/L EGTA, pH8.0 
18mmol!/L DTT 
TE AVR 
方法 
实验 准备 
待 分 析 的 具 不 对 称 未 端的 长 度 可 达 ,2kb 的 DNA 片段 被 亚 克 隆 进 质粒 载体 ， 用 可 


与 M13 多 聚 衔接 区 匹配 连接 的 RE 位 点 (如 EcoR|-BamH1, BamHl-Hindlll), 质粒 
Woe Pw] UL 15-1 一 15-3。 对 此 质粒 进行 制备 性 增殖 (8-2 或 8-3)。 
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操作 步骤 


1. 用 在 不 对 称 克 隆 繁殖 中 使 用 的 两 种 RE 之 一 ,消化 100wg 为 M13 亚 克 隆 繁殖 而 
进行 亚 克 隆 生长 的 质粒 。 消 化 时 体积 为 sialaiea 4) 

2. 在 微型 胶 上 检查 一 份 样品 ， 以 
判定 消化 是 否 完全 (9-1)。 

3. 取 出 2341 消化 液 到 一 个 微量 
离心 管 中 并 置 于 冰 洽 上。 其 余 的 22741 
在 一 20"c 冻结 。 

4. 23wl 消化 液 中 加 入 : 

6ul 5 X BAL31 缓冲 液 
lz BAL31 酶 

5. 按 下 面 方法 30° 保温 1 小 时 : 
每 10 分 钟 取 Sul 到 一 个 新 管 中 。 向 
其 中 立刻 加 入 lel 0.5mol/L EGTA 
(pH8.0), 以 停止 BAL31 反应 ， 并 在 
干冰 中 冻 存 。 

6. 当 全 部 的 样品 冻 起 来 后 ， 向 每 
HRI lal 酵母 tRNA Al 2041 
水 。 

7. 每 管 都 用 SS- 茶 酚 / 氯 仿 抽 提 和 
乙醇 沉淀 纯化 DNA(20-1)。 

8. 沉淀 重新 悬浮 到 10ul 的 TE 
缓冲 液 中 。 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 将 每 


个 时 间 点 上 被 消化 片段 的 乎 均 大 小 与 
Hind Wl 切割 的 ANA 分 子 大 小 标 0 
志 相 比较 (9-2)o 消化 时 间 (分 》 


9. 从 测定 的 速度 和 所 缺失 的 程 ;图 16.2 DNA & BAL31 ZS, CIR LM 
E, 浏 定 按 步骤 4 的 条 件 合适 地 消化 7 een 注意 : 随 着 酶 消化 时 间 的 增加 ( 自 左 至 右 )， 
WI MERE A BEAU Al i aie 

10. 从 步骤 3 的 样品 中 移 去 25pl 的 一 份 (时 间 0) ,余下 的 样品 用 于 制备 性 的 BAL31 
(CRM: 

冰冻 DNA 消化 物 ( 步 又 3) “2002l 


5 xX BAL 31 缓冲 液 60 p21 
BAL 31 Be (3U/zl) 10.1 
H,O 3021 


11. 30%C 保 温 。 在 适当 时 间 分 次 移出 10 份 30n1 的 样品 得 到 一 个 包括 播 人 区 域 的 缺 
失范 围 。 每 次 取出 后 立刻 加 3pul 0.5mol/L EGTA (pH8.0)， 以 终止 反应 , 并 在 干冰 上 六 
To 


12. 合并 各 时 间 点 的 样品 ,并 用 SS- 葵 酚 / 氯 仿 抽 提 及 乙醇 沉淀 提纯 DNA(20-1)[ 注 
释 (1)]。 

13. 沉淀 再 悬浮 于 5041 TE Bim. 

14. KA B DNA 多 聚 酶 I 补 平 所 有 非 平滑 的 末端 ,以 磨 平 各 缺失 后 段 e 加 到 一 起 ， 


3508 139 DNA 50, 
10 x FEA ARE AR 10y] 
dNTP 723K (Shs 40.5mmol/L) 10z1 
DNA 聚合 酶 I〈 大 片段 ) 5 pl 
H,O 15u1 
10mmol/L DTT 10z1 


15. 37°C 保温 15 4 BHO 70°C 热 灭 活 10 分 钟 。 

16. 将 缓冲 液 调 节 到 利于 RE 对 那些 在 所 用 的 质粒 亚 克 隆 中 未 遭 “BAL31 核酸 外 切 
酶 作用 的 位 点 进行 消化 (参见 “实验 的 准备 ")。 通常 ， 这 涉及 到 用 5-4 所 介绍 的 方法 将 
DNA 在 合适 的 缓冲 液 中 稀释 (如 400wl1)。 

17. 用 第 二 种 RE 对 DNA 进行 完全 的 消化 。 

18. 用 SS- 葵 酚 / 氯 仿 抽 提 及 乙醇 沉淀 提纯 DNA(20-1)。 

19. 现在 ， 感 兴趣 的 插入 物 由 于 消化 程度 不 同 而 成 为 缺失 分 子 长 度 不 同 的 一 组 片 民 。 
这 些 片段 都 共有 一 个 因 第 二 种 RE 消化 所 产生 的 一 样 的 未 端 ,又 都 有 一 个 平滑 末端 。 

20. 现在 插入 物 可 在 斑 脂 糖 凝 胶 49-2) 或 丙烯 酰胺 凝 胶 (9-4) 上 按 大 小 进行 分 离 。 含 
有 其 大 小 允许 重 登 顺序 分 析 的 片 朋 (累进 性 地 递减 约 200bp Ay BRED PK, ET ER 
(9-3)[ 注 释 (2)]。 在 同一 块 胶 上 也 走 分 子 量 的 标志 物 , 从 而 可 比较 并 测 出 片段 大 小 。 电 涉 
陪 充分 的 胶 , 可 得 到 一 系列 重 伍 的 克隆 ,它们 的 平均 大 小 将 相差 200 一 一 250bp， 所 有 这 些 克 
隆 加 在 一 起 ,包含 了 整个 DNA 插 人 物 。 

21. 电 洗 脱 后 ， 插 人 片段 样品 以 接近 0.1wg/ul 的 浓度 重新 悬浮 到 TE 缓冲 液 中 。 

22. 现在 插 人 物 已 准备 好 以 待 连接 到 合适 的 M13 mp RAL, 载体 先 经 不 对 称 消化 
使 克隆 插 人 物 〈BAL31- 缺 失 的 ) 平滑 末端 最 靠近 唯一 的 引物 区 (16-4)。 与 BAL 31 fm 
失 的 平滑 末端 相 匹配 的 平滑 末端 是 Smal 和 Hincll MAREE A 个 位 点 必须 要 与 对 
全 部 播 人 片 眉 共 同 的 第 二 个 RE 位 点 匹配 [注释 (3),(47]o 


注释 
GQ) 各 收集 时 间 点 可 个 别 地 处 理 ， 以 保证 选择 到 关系 到 全 部 顺序 的 代表 性 克隆 。 采用 与 第 10 或 
il 步 同 祥 的 操作 。 按 分 子 大 小 选 出 的 片 妇 也 可 由 第 20 步 得 到 。 
(2) 电 洗 脱 时 ,可 能 需要 加 (RNA 载体 〈10mg/ml 贮存 液 121) 以 减少 样品 的 丢失 。 
(3) 产生 插入 物 及 对 载体 选择 的 一 个 例子 
质粒 亚 克 隆 : 1.5kb EcoRI-HindIll 插入 物 。 
第 一 次 酶 切 : EcoRI 处 理 然后 做 BAL31 缺失 并 转变 为 平 末端 。 
第 二 次 酶 切 : Hindill 处 理 , 然 后 电 洗 脱 。 
最 终 产物 : 有 一 个 平 末端 和 一 个 豆 izdIII 切割 末端 的 插入 物 。 
M13 载体 : 用 Smal 和 Hindill 切割 的 mp9、mpll 或 mp1l9。 
(4) 克隆 繁殖 后 ， 用 一 个 对 待 顺序 分 析 区 特异 的 探 针 去 筛选 潜在 的 感 兴 趣 的 克隆 通常 是 有 帮助 的 
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《7-1.7-2)。 然 后 ,用 于 顺序 分 析 的 DNA 可 由 杂交 的 克隆 制备 。 


16-4 MI13 载体 的 制备 和 播 入 物 与 载体 的 连接 


提要 


.本 方法 介绍 双 链 可 复制 的 (RE) M13 MEERA, ARERR PR DNA 消化 成 线 
性 的 载体 ， 其 末端 可 与 制备 好 的 插入 物 的 末端 相 匹配 。 本 节 介 绍 载体 制备 和 制备 后 插入 
物 的 连接 。 


实验 所 需 时 间 


4 天 用 于 从 M13mp 载体 制备 RF 
1 天 用 于 连接 所 用 载体 的 制备 和 连接 播 人 物 


试剂 


为 克隆 繁殖 制备 的 DNA 插入 片段 (16-2、16-3) 

mp 克隆 繁殖 载体 的 M13 RF DNA 0.1wg( 例 如 ,可 由 BRL 公司 购买 或 预先 制备 ) 
LB 培养 基 

生长 于 基本 琼脂 板 上 的 JM103 或 JM109 集落 [注释 (1)] 

毛 霉 素 ,30mg/ml, 深 于 乙醇 中 。 


2 X YT 培养 基 
Bacto-% 4 fk 16g 
Bacto-HMAHED 10g 
NaCl 10g 
加 水 至 1L, 调 pH 至 7.4 
高 压 灭 菌 


载体 制备 用 RE, 取 决 于 所 制备 的 插 和 信物 (参见 16-2、16-3) 
10 X RE 缓冲 液 ( 各 种 ) 

0.2mol/L EDTA, pH8.0 

SS- 茶 酚 

5 

3mol/L 83444, pH7.4 

乙醇 

10X 连 接 酶 缓冲 液 

T4 DNAS 

0.lmol/L DTT 


方法 
实验 准备 
制备 M13 插 人 物 的 策略 也 应 当 包 括 M13 载体 的 制备 。 一 旦 克隆 繁殖 的 策略 被 确 
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定 , 其 RE 位 点 与 制备 的 插 和 人 物 末 端 是 相 匹配 的 ，mp 载体 应 被 选择 和 制备 出 来 。 LE 
的 mp 载体 在 多 聚 衔接 区 应 当 有 一 个 RE 位 点 ,使 待 顺序 分 析 的 区 域 尽 可 能 地 靠近 其 唯 
一 的 引物 区 。mp 载体 上 的 RE 位 点 的 目录 ,参见 第 4 章 。 

注意 : mp 载体 RF 型 可 批量 购买 。 如 果 用 买 的 RE 做 M13 连接 反应 ， 可 直接 进 
AFR 8。 

接种 的 前 一 天 , 取 0.1wg 选 定 的 M13 RF 转移 到 活化 的 JM103 细胞 中 ,如 16-5 所 
TRAY ABET Ae IE BERS Bo 


M13 RF 的 制备 


1. 把 2 个 500ml 的 三 角 烧 瓶 和 一 个 含有 900ml 2x YT 培养 基 的 4L 烧瓶 高 压 
灭 菌 。 

2. ZEN HAY 500ml 瓶 中 放 100ml 的 LB 培养 液 。 用 来 自 M9 基本 琼脂 板 上 的 三 个 
JM103 集 落 [ 注 释 (2) ] 接 种 。37sc 振荡 培养 至 600nm 处 的 0.D. 达 1.0o4sC 保存 这 些 细胞 。 

3. 在 第 二 个 灭 过 菌 的 500ml 瓶 中 放 100ml 的 LB 培养 基 。 用 mp 载体 板 上 的 一 
个 蓝 斑 对 此 培养 液 接种 ， 方 法 是 用 一 根 灭 菌 的 巴 斯 德 吸管 的 尖 压 取 一 小 块 带 有 蓝 瘟 的 琼 
蕴 并 转移 到 培养 液 中 。37%c 振荡 培养 过 夜 ,作为 贮存 的 唆 菌 体 。 


第 二 天 


4. 加 100ml 得 自 步 又 2 的 含 JM103 的 LB 培养 液 到 置 于 4L 烧瓶 中 的 900m) 
2X YT 培养 液 中 去 。37%C 振荡 培养 至 600nm 处 的 0.D. H 1.55 

5. 加 100ml 得 目 步骤 3 的 喉 菌 体 贮 液 到 这 些 细胞 中 ， 开 始 感染 。 37%C 振荡 55 分 
钟 ， 进行 感染 。 

6. 加 0.5ml 的 氧 霉 素 溶液 到 感染 的 JM103 细胞 中 。37%c 振荡 1 一 2 小 时 ,积累 RF 

DNA, 

7. 用 8-2 所 述 的 Triton 裂解 法 从 JM103 宿主 菌 制 备 环 状 的 M13 REF eb ae 
7kb 的 环 ), 从 8-2 中 的 第 9 步 收 获 细 胞 开始 [注释 (3),(47]。 


M13 载体 的 制备 


8. 用 限制 性 内 切 酶 消化 2 一 5wg 合适 的 M13 RE, 使 得 在 多 聚 衔接 区 产生 二 个 克隆 繁 
” 殖 位 点 ,其 未 端 应 与 16-2、16-3 所 制备 的 插 人 物 相 匹配 。 sets ei Core 
WH 2 RE 位 点 (RE 消化 参见 5-4)。 

9. 每 微克 M13 RF DNA 与 2 一 3U 的 RE 在 20pwl 体积 中 保温 1 小 时 (用 适宜 的 
RE 缓冲 液 等 )[ 注 释 (5)]。 

10. 加 lvl 的 酵母 tRNA Fi, 

11. 用 SS- 茉 酚 /氯仿 抽 提 并 乙醇 沉淀 ,如 20-1 所 述 。 

12. 载体 以 0.1ug/al 的 浓度 在 TE 缓冲 液 中 重新 悬浮 。 

13. 在 微型 胶 上 (9-1) 电 泳 0.1wg 制 备 的 载体 ， 以 判定 是 否 完全 消化 《〈 即 没有 环形 REF 
DNA 残留 )。 再 走 0.1wg 未 消化 的 DNA 做 为 对 照 。 环 状 RF 消化 成 线性 降低 DNA 
在 琼脂 糖 凝 胶 上 的 迁移 率 。 
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插入 物 连 接 进 制备 好 的 载体 中 


14. 对 204ul 产生 的 M13 克隆 的 连接 反应 按 下 述 组 成 进行 [注释 (6) ]: 
M13 载体 (得 自 第 12 步 氏 注释 (77] lal 


适宜 的 插 人 物 [注释 (8)] 05 王 35 
10X 连 接 酶 缓冲 液 2ul 

T4 DNA 连接 酶 [注释 (9) ] lul 

H,0 加 至 20 zl 


15. 14°C Rik 4 小 时 到 过 夜 。 
16. 连接 FE —20°C 冰冻 保存 ,直至 进行 对 活化 的 JM103 细胞 转化 时 使 用 。 


注释 


(1) 这 里 推荐 IM103 细胞 ,但 也 可 选择 其 它 细胞 (参见 16-1)。JM103 BABA A, EN mp eH 
生 的 M13 噬菌体 的 增殖 是 一 个 合适 的 宿主 (参见 16-1)。 为 得 到 合适 产量 的 DNA 和 RF， 在 制备 生长 
时 ,JM103 细胞 可 生长 在 营养 较 丰富 的 培养 基 中 ， 如 LB 或 2xYT。 但 让 JM103 细胞 在 营养 丰富 的 
培养 基 中 生长 许多 代 是 危险 的 ,因为 这 就 可 能 发 生 下 附加 体 的 丢失。 如 果 出 现 这 一 现象 , 则 JM103 不 能 
再 被 M13 叭 菌 体感 染 。 因 此 我 们 推荐 将 JM103 贮存 在 Mo 基本 琼脂 板 上 ,每 2 一 4 周 后 重新 划 线 接 
种 。 当 这 些 细胞 做 M13 DNA 的 制备 性 生长 或 转 染 时 ，JM103 可 在 丰富 培养 基 上 生长 一 短 时 期 ， 但 
要 防止 在 这 种 培养 基 上 做 过 长 的 稳定 性 的 生长 。 

(2) JM103 菌株 维持 和 贮存 在 基本 营养 板 上 ,以 防止 附加 体 的 丢失 。 

(3) 一 般 Miz RF DNA 的 产量 为 200 一 500ug/L。 当 用 8-2 的 方法 提纯 时 ,在 第 一 次 的 CsCl 垂 
直 梯 度 中 ,其 上 部 染色 体 的 省 乙 锭 带 , 用 M13RF 制备 时 要 比 制备 质粒 DNA 时 明显 得 多 。 

(4) 值得 注意 的 是 重组 M13 克隆 也 能 用 于 生长 制备 RE。 从 这 一 生长 中 能 制备 双 链 DNA 探 针 
并 可 用 于 缺口 翻译 ,或 制造 有 用 的 限制 性 片段 并 进一步 亚 克 隆 到 另 一 个 克隆 繁殖 载体 。 

(5) 如 果 需 要 两 种 RE 来 制造 所 要 的 载体 , 只 要 它们 在 同样 缓冲 液 条 件 下 都 有 活性 ， 则 在 同一 时 
间 里 用 两 种 RE 消化 是 很 便利 的 (5-4)。 如 果 一 种 酶 需要 低 盐 缓冲 液 ,就 先 用 第 一 种 RE 消化 一 小 时 ， 
然后 加 盐 以 满足 第 二 种 RE 的 需要 ,并 进行 第 二 个 RE 反应 。 

(6) 如 果 仅 用 一 种 酶 ， 那 么 在 进行 插 人 物 的 连接 反应 时 同时 平行 做 一 个 不 加 插 和 人物 的 对 照 通 常 是 
有 用 的 ,在 此 对 照 中 仅 产生 由 于 M13 再 环 化 而 产生 的 蓝 色 鸣 菌 班 。 如 果 在 对 照 板 上 出 现 了 明显 的 透明 上 
菌 殉 的 本 底 , 则 说 明 用 于 切割 M13 RF 的 RE 破坏 了 克隆 繁殖 的 位 点 并 使 lacZ 基因 失 活 ,或 是 在 M13 
载体 制备 中 有 外 来 的 DNA。 

《7) 如 果 所 用 的 载体 是 对 称 和 平 未 端的 (例如 用 Smal 切割 )* 用 2 一 3 倍 的 载体 和 DNA 对 T4 连 
扶 酶 在 平 端 连 接 中 的 无 效 加 以 补偿 。 

(8) 插入 物 是 否 相 容 取决 于 它 的 大 小 。 一 般 说 来 克隆 形成 的 最 适 条 件 为 : 插入 物 的 摩尔 量 大 约 
是 载体 的 3 一 4 倍 。 

(9) T+ 连接 酶 的 最 适 活性 需要 铂 。 必须 小 心 在 载体 和 插 人 物 溶液 的 反应 中 不 要 加 入 过 量 的 
EDTA, 


16-5 M13 转化 到 JM103 大 肠 杆 菌 箱 主 中 
提要 
本 节 叙 述 用 含有 重组 M13 载体 DNA 和 插 人 物 的 连接 混合 物 转化 大 肠 杆 菌 细胞 
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《例如 JM103) 的 方法 ,以 产生 重组 M13- 感 染 中 心 或 吃 菌 斑 ， 这 通常 可 用 于 M13 重组 叹 
BAW SHEA Ko RANKS ARIA DNA 以 用 于 随后 的 顺序 分 析 。 


实验 所 需 时 间 
1 天 


特殊 装置 
用 于 鸣 菌 体 接种 的 加 热 装置 
试剂 
LB 培养 基 
50mmol/L CaCl, SEK 
LB WE sia 
xgal 溶液 ;109 , 配 在 DMF 中 
1PTG，100mmol/ 工 , 配 于 灭 菌 的 水 中 
LB 琼脂 和 基本 琼脂 板 (参见 20-6) 


方法 
实验 准备 


制备 LB 培养 基 。 在 基本 琼脂 板 上 ， 用 一 个 弯 的 玻璃 棒 或 白金 环 在 板 的 表面 涂 布 少 
量 的 贮存 细胞 ,对 JM103 大 肠 杆菌 细胞 做 划 痕 接种 。JM103 RREREEKN RK, 
雅 面 向 上 上。 按照 16-4 的 叙述 制备 连接 的 M13 克隆 。 


制 各 活化 的 JM103 细胞 


1. 用 火焰 将 接种 环 灭 菌 ， 挑 取 几 个 集落 的 JM103 细菌 细胞 。 将 细胞 加 到 一 个 含 
50ml LB 培养 液 的 无 菌 的 培养 瓶 中 。 

2.37°C 振荡 培养 细胞 ,直至 600nm 处 的 O. D. 达到 大 约 0.35 这 约 需 2 一 4 小时。 
取出 2ml 的 细胞 ,并 在 4* 贮存 于 一 个 无 菌 试管 中 。 

3. 剩 下 细胞 在 3 000xg 离心 5 分 钟 。 

4. 弃 去 培养 祸 。 重 新 悬浮 细胞 在 2 一 4ml 的 50mmol/L CaCl, 中 。 再 用 这 种 4 CaCl, 
溶液 将 体积 补充 到 20ml, 

5. 冰 浴 20 分 钟 。 

6. 3000 Xg 4sC 离心 细胞 5 分 钟 。 弃 去 上 清 。 重 新 将 细胞 悬浮 在 2.5ml 冰冷 的 
50mmol/L CaCl, 中 。 

7.4°C 贮存 细胞 可 达 48 小 时 ， 直 至 准备 好 进行 转化 。 现 在 这 些 细 胞 是 活化 的 , 当 贮 
存 于 冰 上 时 至 少 可 用 2 天 。 


活化 细胞 的 转化 
8. BLL RRA A ENB. 以 分 离 出 充分 数目 的 克隆 ，( 来 自 16-4 的 ) 每 种 M13 
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连接 反应 物 应 接种 2 份 : 2 和 8wl。 剩 下 的 等 种 连接 反应 物 以 10ul 为 一 份 在 一 20%C 
冰冻 贮存 ， 以 便 在 需要 更 多 的 噬 菌 时 用 。 从 第 7 步 得 到 的 150ml 活化 的 JM103 细 胞 
置 无 菌 的 12 x 75mm 玻璃 管 中 ， 将 上 述 2wl 和 8al 的 两 份 鸣 菌 体 分 别 加 和 人 。 六 浴 40 
分 钟 。 

9, 用 高 压 灭 菌 锅 或 微波 炉 融 化 LB 顶 部 琼脂 , 然后 让 它 冷 至 48%cCo 冷 却 之 后 ,向 每 30mi 
TREBERAS HE 100pl 的 10% Xgal (AZE DMP 中 ) 和 100ul AY 0.1mol/LIPTG(E@ 
10 个 平板 )。 将 这 种 混合 液 保持 在 48°C HH. 

。 10. 对 来 自 步 又 8 的 JM103/M13 混合 液 进 行 热 冲击 ，37sc 5 分 钟 或 42°C 2 分 钟 。 

11. 将 步骤 2 贮存 的 JM103 细胞 培养 至 对 数 生长 期 , 取 2 滴 加 到 每 个 将 被 接种 的 转 
化 管 中 。 转 化 管 置 于 48sc 加 热 块 干 浴 中 。 

12. 对 加 热 块 中 的 转化 管 ,各 加 3ml LB 顶层 琼脂 -IPTG-Xgal HAM, 

13. 将 每 管 中 的 溶液 立即 铺 在 90mm LB 琼脂 板 上 ,旋转 平板 ,使 顶层 琼脂 呈 一 水 平 
面 。 

14. SE 15 分 钟 使 顶层 琼脂 凝固 。 将 板 加 盖 并 倒置 。 

15. 平 板 37°C 保温 过 夜 ,以 使 噬 菌 斑 形成 及 完成 颜色 指示 反应 [注释 (1) I. 

16. AERA A] AR DT BUA i aE CL 16-6)。 


注释 
(1) 典型 情况 下 大 约 培养 6 NITE, MEERREFEM SUA. 由 于 “Xxgal 代谢 而 产生 的 颜色 变化 
则 要 等 培养 8 一 10 小 时 后 才 出 现 。 在 随后 的 24 小 时 之 内 挑 取 吧 落体。 
16-6 用 放射 性 标记 探 针 筛选 M13 克隆 ， 
以 选择 待 顺序 分 析 的 播 入 物 
提要 


本 方法 采用 专 一 泪 的 ,与 感 兴趣 的 DNA 互补 的 缺口 翻译 探 针 , 筛选 M13 载体 中 局 
源 的 DNA 插 人 片 外 [注释 (1)]。 当 用 于 (前 两 节 中 的 ) 连 接 和 转化 的 一 组 插 人 物 仅 含有 小 
部 分 与 顺序 分 析 有 关 的 播 人 片段 时 ， 这 个 方法 特别 方便 。 筛 选 对 在 顺序 分 析 前 鉴定 出 感 
兴趣 的 克隆 是 一 种 既 快 速 又 有 效 的 技术 。 


实验 所 需 时 间 
1K 
SRR 


96 孔 微量 滴定 板 《 如 Costar) 
96 孔 微 量 滴定 多 和 孔 移 液 装置 (必要 时 选用 ) 
无 菌 牙 签 


el6ie 


试剂 


LB 培养 基 
用 1.5mol/L NaCi 配制 的 0.2mol/L NaOH 
用 pH7.4 的 0.4mol/L Tris 配制 的 2xSSC 缓冲 液 
2x SSC 缓冲 液 
Furs Rhye N[ 注 释 (2)] 
方法 
实验 准备 


如 前 一 章 所 述 ， 用 M13 连接 和 接种 转化 JM103 细胞 。 用 九 1 的 方法 制备 感 尺 趣 
的 DNA sO BIE. 


Mi ey 


1. 向 96 孔 微 量 滴定 板 的 每 孔 中 各 加 150n] 无 菌 的 LB 培养 液 。 
2. 从 转化 板 上 将 每 个 充分 鉴定 过 的 、 无 色 的 噬 菌 斑 转移 到 微量 滴定 板 上 ,方法 是 先 用 
牙签 触及 噬 菌 斑 再 触及 板 上 的 孔 。 转 移 全 部 无 色 的 待 筛选 的 噬 菌 斑 [ 注 释 (3)]。 
3. 接 种 后 的 微量 滴定 板 在 37°C 保温 4 一 6 小 时 。 在 进行 筛选 或 用 于 制备 性 生长 待 顺 
序 分 析 的 DNA 之 前 ,这 些 板 可 以 贮存 2 Ao 
4. 如 果 有 96 孔 微量 滴定 板 的 多 和 孔 移 液 装 置 , 则 用 它 从 每 个 孔 中 转移 10d 感染 后 的 
培养 液 到 一 张 NC 滤 膜 上 。 如 果 没 有 这 种 多 和 孔 移 液 装 置 , 则 用 移 液 器 及 无 菌 的 移 液 管 尖 
将 各 点 转移 到 滤 膜 上 。 在 滤 膜 上 做 标记 ,使 各 点 上 清 液 的 排列 能 正确 地 定位 。 
5. 令 滤 膜 在 空气 中 干燥 , 室温 下 15 分 钟 或 70%c 5 分 钟 。 
6. 将 滤 膜 在 下 列 咨 液 各 100ml 中 依次 浸 洗 30 秒 钟 , 使 DNA 变性 和 被 中 和 。 
0.2mol/L NaOH 4 1.5mol/L NaCl 
2 X SSC 450.4mol/L pH7.4 的 Tris 
ZR OKI OO, 
7. FA Whatman 3MM 滤纸 将 NC 滤 膜 印 干 。 
8. 滤 膜 置 真空 炉 中 80%C HEF 2 iit, 
9. 用 7-2 所 叙述 的 缺口 翻译 探 针 进行 滤 膜 与 特异 性 探 针 的 杂交 。 
10. 按 20-5 所 介绍 的 方法 对 杂交 的 NC 滤 膜 进行 放射 自 显影 。 
11. 阳性 克隆 在 放射 自 显影 上 相当 于 暑 点 。 含 有 克隆 的 相应 微量 孔 可 会 16-7 HAI 
法 使 用 。 将 微量 滴定 板 加 盖 并 保存 于 4%c, 备用 。 


注释 


C1) 合成 的 探 针 也 能 用 于 感 兴 趣 克 隆 的 筛选 。 由 于 它们 的 长 度 较 短 , 可 能 出 现 相当 有 限 的 选择 ,如 
果 用 BAL31 的 话 它 并 不 完全 地 代表 cDNA 克隆 。 使 用 杂交 缓冲 液 S 及 不 同 的 条 件 , 如 第 6 章 6 节 中 
KA MIRE AT ICM 

(2) 参见 注释 (1)。 
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(3) 筛选 噬 菌 斑 的 数量 取决 于 获得 期 望 的 克隆 揪 信 物 的 可 能 性 。 如 果 可 用 于 连接 到 载体 中 的 插入 
物 是 异 源 的 , 那 将 要 测试 很 多 克隆 。 如 果 在 连接 之 前 将 插入 物 分 离 纯化 ,那么 需要 试验 的 克隆 很 少 。 


16-7 顺序 分 析 用 的 单 链 M13 DNA 的 制备 


本 方法 记叙 在 转化 以 后 进行 制备 性 生长 和 分 离 M13 克隆 DNA 的 方法 。 制备 好 
的 DNA 单 链 模板 将 用 于 顺序 分 析 或 其 它 方面 (如 用 M13 模板 合成 探 针 )e 


实验 所 需 时 间 
第 一 天 : 工 小 时 
BOR: 3/\it 
试剂 
2 XYT 培养 基 
Bacto BAK 16g 
Bacto 酵母 抽 提 物 10g 
NaCl 10g 
H,O 加 至 :1L 


调 pH 至 7.4, 5 ERA 
20% PEG-2.5mol/L NaC) 溶液 


PEG 8000 202 
NaCl 14.5g 
”加 水 至 100ml 
TES 缓冲 液 _ 


20mmol/L Tris, pH7.4 
10mmo!}/L NaCl 
0.lmmol/L EDTA (Na,) 

SS- HB 

At 

3mol/L 醋酸 钠 ，pH7.4 

乙醇 

FE 
实验 准备 


通过 氧化 钙 转化 ， 将 适宜 的 连接 反应 混合 物 转化 进 JM103 细胞 (16-5) 中 ， 以 制备 
M13 转化 体 。 把 无 色 的 叭 菌 斑 转移 到 一 个 微量 滴定 板 各 孔 的 无 菌 LB 培养 基 中 4 并 用 控 
针 筛 选 ,必要 时 (16-6), 选 择 合适 的 克隆 用 于 制备 性 生长 和 顺序 分 析 。 
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向 10ml LB 培养 基 内 接种 由 简化 琼脂 板 上 贮存 的 JIM 103 细胞 。 使 细胞 生长 到 对 
数 期 (600nm 处 的 O. D. 大 约 为 0.3)。 


操作 步骤 


1. 在 一 根 无 菌 的 试管 中 为 每 个 克隆 加 2ml 2x YT 培养 基 [ 注 释 (1)]。 每 管 加 20ul 
对 数 生长 期 的 JM103 细胞 。 加 20ul 从 微量 培养 板 孔 中 来 的 感染 的 LB 培养 基 ， 它 科 
含有 待 生长 和 顺序 分 析 的 克隆 。 

2. 在 良好 的 通气 条 件 下 ,37%c 培养 感染 细胞 6 一 16 小 时 。 

3. 从 步骤 2 取 1.25ml 细胞 , 放 人 一 支 1.5ml 的 微量 离心 管 里 ， 室温 置 微型 离心 机 
中 离心 5 分 钟 。 将 lml 的 上 清 液 转移 到 一 个 新 的 试管 中 ,小 心 不 要 搅动 沉 洗 的 细 胞 2 

4. 在 含 Iml 上 清 液 的 新 管 中 ， 加 250ul PEG/NaCl Wik, MPO MAR 
荡 。 室 温 放 置 10 分 钟 。 

5. 在 微量 离心 机 上 离心 10 分 钟 。 倾 出 上 清 液 。 用 一 根 棉签 或 纸 失控 试管 内 壁 。 除 
去 所 有 残留 的 PEG 和 2XYT 培养 液 。 用 纸 失 小 心地 擦 去 沉淀 上 最 后 的 一 滴 ， 但 不 得 
扰乱 PEG 鸣 菌 体 沉 淀 [注释 (2)]。 

6. 加 100ul 的 TES 缓冲 液 。 旋 涡 振 荡 重 新 悬浮 沉淀 。 

7. 用 50ul 的 SSA. HERR BIR. HES 分 钟 RBI 0 在 
微量 离心 机 中 离心 2 分 钟 分 相 。 

8. 转移 上 层 水 相 ( 大 约 90pd) 到 一 个 新 管 中 。 加 90 HA RHR Mes 
心机 中 离心 2 分 钟 。 

9. 转移 上 层 水 相 ( 约 80ul) 到 一 个 新 管 中 。 加 8ul pH7.4 的 3mol/L BBB 

10. 加 300wl 的 乙醇 。 振 荡 混 色 。 干 冰 上 冻 10 分 钟 。 置 微量 离心 机 中 4:0 离心 5 
分 钟 。 

11. 倾 出 乙醇 ,加 200ul 95% 的 乙醇 。 振 荡 混 匀 。 微 量 离心 机 中 离心 5 分 钟 。 

12. 倾 出 乙醇 ,沉淀 置 真空 离心 机 或 真空 蒸发 器 上 干燥 。 

13. 在 50ul 的 TES 缓冲 液 中 重新 悬浮 沉淀 。 

14，2.5pl 样品 在 微型 凝 胶 或 琼脂 糖 凝 胶 上 电泳 ,以 检查 DNA 的 回收 (9-1 或 9-2)e 
省 乙 锭 染色 后 可 清楚 地 看 到 喉 菌 体 DNA, AWMARE (1kb 以 上 ) 会 使 噬菌体 DNA 
的 电泳 迁移 率 比 无 插 人 物 的 吻 菌 体 DNA 慢 [ 注 释 (3)]。 

15. 贮存 样品 于 一 20%C。DNA 是 非常 稳定 的 ,这 就 是 将 在 单行 筛选 中 做 引物 延伸 、 顺 
Fea; ir. Sl 核酸 酶 实验 中 所 用 的 DNA。DNA 的 产量 将 为 0.2 一 2ug。 


注释 


(1) LB 培养 基 可 用 来 代替 2xYT 培养 基 。 

(2) 沉淀 将 在 管 底 呈现 小 的 点 。 如 果 在 这 一 步 看 不 到 沉淀 ， 则 可 能 是 因为 噬菌体 DNA 的 产量 少 
于 最 适量 。 

(3) M13 DNA 的 迁移 率 不 能 和 双 链 PNA 标 准 相 比较 ,如 Hem dll WRAY A, 
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burg, Md., 1980. 


16-8 M13 56, BE BY 3 Tint a OT 


提要 


本 方法 用 于 在 许多 M13 DNA 制备 物 中 快速 地 比较 插 人 物 和 它们 的 插 人 方向 。 通 
过 本 操作 程序 将 便于 决定 : 对 哪些 克隆 应 全 部 做 顺序 分 析 ， 对 哪些 同胞 克隆 由 于 它们 不 
会 给 予 新 的 信息 而 应 加 以 剔除 。 在 本 方法 中 通过 一 个 简单 的 双 脱 氧 核 音 酸 dd GTP 的 顺 
序 分 析 反 应 ,用 与 16-10 全 顺序 分 析 类 似 的 方法 对 每 种 M13 进行 顺序 分 析 。 在 测定 中 ， 
由 同胞 克隆 得 到 的 图 谱 相同 ,而 同样 的 对 称 克 隆 插 和 信物 的 相反 方向 则 表现 为 两 种 图 谱 。 


实验 所 需 时 间 
Lk 
CRE 


WES WE EG UA AEE LR CBleM 2000V)。 
BKTRE 


试剂 


a-*P-dATP (400Ci/mmol) 或 a-*S-dATP (1 000Ci/mmol)(NEN 或 Amersham) 
M13 通用 引物 ,17-mer (例如 Collaborative Research, “1 000' 反 应 ”， 用 水 稀释 到 
250w1， 分 管 贮存 于 一 20C)。DNA 聚合 酶 1,K}H, Klenow, 5U/zl (BRL), 贮存 在 
— 20°C 
10X KRSM FR 
_. 9.1mol/L DTT, 44 —20°c 
dGTP, 10mmol/L, pH7.0 
dATP, 10mmol/L, pH7.0 
dTTP, 10mmol/L, pH7.0 
dCTP, 10mmol/L pH7.0 
每 种 ANTP, # 50ul 一 份 贮存 于 一 70C 
ddGTP，10mmol/ 直 ，pH7.0, 以 5al 为 一 份 贮 存 于 一 70"C 
顺序 分 析 凝 胶 加 样 溶液 
950wl 无 离子 甲 酰胺 
50xl; 20 X TBE 缓冲 液 
O.lmg 的 误 酚 蓝 
0.1mg WORK 
分 成 小 份 贮存 于 一 20%C 
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实验 准备 
配制 含 8mol/L 尿素 的 8 匈 聚 丙烯 酰胺 顺序 分 析 凝 胶 ,40cm 长 ,如 16-9 所 述 。 


操作 步骤 


1. 用 水 稀释 dNTP 贮存 液 至 2mmol/L 
2. 用 水 稀 杰 ddGTP 至 0.5mmol/L 
3. 从 2mmol/L dNTP 稀释 液 配 制 Go 溶液 
lul dGTP 
20u1 dTTP 
20u] dCTP 
—20°% 可 贮存 4 星期 
从 步骤 1 的 2mmol/L 贮备 液 中 再 配制 一 个 追 止 mR: 
25ul dGTP 
25ul dATP 
25ul dTTP 
25ul dCTP 
—20°%C 可 贮存 4 周 
4. 在 1.5ml 微量 离心 管 中 对 每 种 M13 DNA 进行 单行 引物 退火 (下列 数据 按 所 需 
管 数 倍 增 ): 
0.241 引物 
0.5ml 10 x 聚合 酶 缓冲 液 
1.341 水 
5. 在 每 个 1.5ml 加 lel 的 一 种 M13 DNA 样品 和 2al 由 步骤 4 
得 到 的 混合 液 。 
6. 加 热 到 55%C, 让 它 在 1 一 2 小 时 内 缓慢 冷却 到 室温 〈25%C )。 这 使 引物 向 M13 克隆 
退火 。 退 火 之 后 ,离心 30 秒 收 集 3ul 的 混合 液 。 
7. 按 下 述 的 方法 配制 育 合 反应 混合 物 ( 下 面 的 量 供 20 个 单行 分 析 ): 
15pl c-2P-dATP 或 c-5S-dATPL 注 释 (1)] 
20u1 G° 混合 液 
20wl ddGTP (0.5mmol/L 稀释 液 ) 
lul 0.lmol/L DTT 
lvl 10 X 聚合 酶 反应 缓冲 液 
Sul DNA RAM 1 大 片段 
8. 将 2.8ml 步骤 7 的 聚合 反应 混合 液 加 到 3ml 的 步骤 5 退火 混合 液 中 。 各 管 在 室 
温 下 放置 10 分 钟 。 
9. 加 lel 追 止 溶液 到 每 管 中 。 室 温 下 再 放置 10 分 钟 。 
10. 向 每 管 加 4 wl 的 顺序 分 析 胶 加 样 溶液 。 
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11. 各 管 置 沸水 洽 中 加 热 1 分 钟 。 

12. 将 每 种 样品 2ul 加 到 顺序 分 析 胶 的 每 个 加 样 槽 中 。 

13. 50W 的 条 件 下 电泳 , 直至 样品 中 的 二 甲苯 蓝 染料 跑 到 凝 胶 全 长 的 一 半 。 在 1500 
一 2000V 时 这 通常 需要 大 约 2 小 时 。 二 甲苯 蓝 大 约 与 80bP 的 成 分 在 电泳 上 同步 [注释 (2) ]。 

14. 将 凝 胶 转 到 一 张 _ Whatman 3MM 滤纸 上 s。 介绍 这 种 转移 的 详细 方法 记载 在 16- 
10 的 第 13 一 16 步骤 中 。 HAN RAR, 并 在 一 个 大 的 凝 胶 干 燥 器 上 800 RET 
燥 1 一 2 小 时 [注释 (3) Jo 

15. 根据 G 终 止 的 单行 图 谱 , 选 择 用 于 全 顺序 分 析 的 克隆 。 并 由 这 些 同 胞 克隆 中 选 出 
最 好 的 来 做 全 分 析 [ 注 释 (4)]。 


注释 


(1) 接触 放射 活性 材料 要 小 心 。 整 个 过 程 戴 塑 料 手套 。 

(2) 电泳 的 下 槽 将 变 成 有 放射 活性 的 。 小 心 操作 。 

(3) >S 标记 参见 16-10 ERG). FRA MOH DAT RE eR Le 

(4) 单 从 G 碱 基 即 可 显示 出 插入 物 的 相似 性 。 有 两 种 不 局 方向 的 对 称 插 人 物 将 显示 为 两 个 同胞 克 
隆 系列 。 


参考 文献 


M13 Cloning/Dideoxy Sequencing: [nstruction Manual. B Bethesda Research Laboratories, Gaithe- 
rsburg, Md.. 1980. 
Sanger, F., Nicklen, S., and Coulson, A. R., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 74: 5463, 1977. 


16-9 RA A Le a aE PR ES 
提要 | 
准备 一 块 04mm 厚 、 含 8mol/L REAR AMM RL, 用 于 单行 顺序 分 析 、 全 顺 
序 分 析 和 S1 核酸 酶 试验 。 这 些 凝 胶 可 分 辩 长 度 从 20bp 到 1kb 的 单 链 DNA, S1 分 
析 用 5 多 的 聚 丙烯 酰胺 北 胶 ,而 顺序 分 析 则 通常 用 8 多 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 。 
实验 所 需 时 间 
2 一 3 小 时 


ARS 


顺序 分 析 凝 胶 装 置 (例如 BRL.Model SO)[ 注 释 (1)] 

通 和 党 所 用 的 .34 X 40cm 雍 胶 的 玻璃 板 

间隔 垫 片 .此 形 梳 及 其 它 用 于 -0.4mm 厚 凝 胶 的 附件 

于 胶 装 置 , 需 大 到 能 干燥 用 于 顺序 分 析 的 凝 胶 ( 如 Bio-Rad)。10 和 60ml 注射 器 
试剂 

丙烯 酰胺 (例如 Biorad 超 纯 品 ) 
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双 丙 烯 酰胺 
尿素 (例如 Biorad #4054) 
已 毛 二 甲 基 硅 烷 , 溶 于 5 多 氯仿 中 


丙烯 酰胺 溶液 (预先 配制 ): 
8% 顺序 分 析 凝 胶 590S1 BE 
50ml 水 53ml *K 
48g 尿素 488 KA 
7.68 丙烯 酰胺 4.758 丙烯 酰胺 
0.4g 双 丙 烯 酰胺 0.258g WAM RK 


搅拌 直至 溶液 均匀 。 加 5ml 的 20XTBE 缓冲 液 。 通过 一 个 0.22um BRASH 
滤 , 除 去 所 有 的 颗粒 。 将 溶液 放 在 一 个 三 角 真 空 烧瓶 中 真空 脱 气 ,5 DP 

20 X TBE 477i (Ml 1 X TBE) > 

1X TBE Ac lay 0.8% 琼脂 糖 + RI 

TEMED (BioRad) 

10% jt mime ee. 置 暗 处 4°C 下 可 贮存 2 一 3 天 


顺序 分 析 加 样 浴 液 


图 16.3 顺序 分 析 凝 胶 装 置 图 。 把 两 块 玻璃 板 之 间 的 胶 用 夹子 固定 到 装置 上 。 凝 胶 开 放 的 底部 放 
入 下 面 的 缓冲 滚 槽 中 * 凝 胶 开 放 的 顶部 靠近 上 面 的 组 冲 液 覃 。 凝 胶 固定 到 位 后 ?将 两 个 寞 都 充满 电 
泳 组 冲 液 将 样品 加 入 凝 胶 顶 端的 加 桩 孔 中 ;区 通 电源 进行 电泳 。 
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950ul 的 去 离子 甲 酰 胺 
50ul 的 20XTBE 缓冲 液 
O.lmg MK 

01lmg —RKK 


方法 
RR HS 


一 1. 用 肥 皇 和 水 清洗 玻璃 板 (长 的 前 板 是 34 X 42cm; 短 的 后 板 34 X 40cm)。 用 蒸馏 
水 漂洗 并 空气 干燥 。 

.2 用 氧 仿 配制 的 5% 二 氧 二 甲 基 硅烷 对 板 硅化 。 戴 手套 并 在 通风 柜 中 操作 咏 止 吸 进 
蒸气 5 ;向 板 上 加 2 一 3ml 溶液 并 用 纸 将 其 充分 铺 平 直至 干燥 。 

3. 沿 着 长 玻璃 板 的 3 个 边 放 lem 宽 的 长 条 Whatman 3MM 滤纸 ， 留 下 一 条 短 边 。 
用 较 短 的 那 块 板 盖 在 上 面 并 把 两 块 板 夹 在 一 起 。 滤纸 的 作用 是 作为 两 块 板 之 间 的 间隔 。 
也 可 以 用 买 来 的 0.4mm 塑料 热 片 。 长 板 的 延伸 端 是 在 未 密封 的 那个 方向 ， 这 一 端 将 相 
当 于 凝 胶 的 顶部 。 

4. 用 一 支 10 或 20ml 注射 器 和 20 号 针头 沿 着 3 个 有 热 片 的 边缘 注 人 8% (50°C) 的 
琼脂 糖 加 以 密封 。 再 夹 上 几 个 夹子 ,并 小 心地 把 EATER BNET Eo 

5. 将 板 直立 ， 非 密封 端 向 上 。 

6. 将 丙烯 酰胺 溶液 (5% 用 于 S1 核酸 酶 实验 ，8 狗 用 于 顺序 分 析 ) 放 在 一 个 250m! 
烧杯 时 [注释 (2)]e 快 速 地 加 20xl TEMED 和 lml 10 匈 过 硫酸 胺 。 混 匀 并 赶快 取 约 50ml 
到 一 支 不 带 针 头 的 60ml 的 注射 器 中 将 深 液 快速 地 注入 板 的 开放 端 , 小 心地 防止 向 凝 胶 
中 带 类 气泡 5 周期 性 地 从 一 边 到 另 一 边 震动 板 面 ; 赶 名 倒 胶 时 形成 的 所 有 气泡 [注释 (3)]。 

7. 当 板 几乎 倒 满 时 , 将 凝 胶 置 于 几乎 水 平 的 位 置 并 向 开口 端 插 类 齿 形 梳 ,使 其 夹 于 两 

BIBS HL PORE A Beh, 将 梳 牢固 地 插 人 胶 中 ;在 凝 胶 顶 部 形成 一 条 大 
2 04cm RAM. 国定 夹 紧 ,并 让 胶 育 合 !1 一 2 小 时 [注释 (4)]。 
1 8. 聚合 后 ;必须 将 板 及 在 其 中 形成 的 胶 夹 在 电泳 装置 上 。 如 果 用 了 塑料 热 片 ,底部 的 
垫 片 必 须 拿 掉 。 将 齿 形 梳 倒 转 ， 使 其 齿 插 人 凝 胶 顶部 已 形成 的 槽 中 约 Imm 不 得 把 此 
推 人 族 胶 太 深 。 较 短 的 板 被 密封 贴 在 电泳 装置 上 ;而 较 长 的 板 在 前 面 。 有 柔韧 的 氯 丁 橡 隘 
垫 在 电泳 板 和 电泳 装置 之 间 ， 将 长 板 的 顶部 边缘 与 止 槽 密封 。 顶 部 周围 可 用 热 的 琼脂 糖 
溶液 注射 到 垫 六 的 周围 而 得 到 更 完全 的 密封 [注释 (5) ]。 

三 9. 向 顺序 分 析 胶 装置 的 上 、 下 槽 中 各 加 入 夫 约 800ml 的 1 X TBE 缓冲 液 。 必 要 时 
还 须 检查 二 槽 有 无 泄漏 现象 并 加 以 修复 。 如 果 涛 胶 下 有 气泡 停留 ， 用 一 个 搂 到 注射 器 上 
的 弯 针 头 注 人 1XTBE 以 除 掉 气 泡 。 

10. 用 1xTBE 缓冲 液 冲 洗 齿 间 的 空间 ， 除 掉 扩 获 到 胶 外 来 的 尿素 。 

11, 向 加 样 槽 - ( 齿 之 间 的 空间 ) 加 2] 的 顺序 分 析 加 样 溶液 (无 DNA 或 反应 物 )。 
50W 恒 功 率 电压 电泳 ， 直 到 染料 前 沿 进入 胶 几 悍 米 [注释 (6)]。 还 要 检查 孔 之 间 有 无 泄 
漏 , 染 对 应 该 仅 存 在 于 相间 的 行 中 ,不 应 漏 到 邻近 的 行 中 。 

12. 为 做 顺序 分 析 或 S1 反应 的 凝 胶 及 设备 现 已 准备 好 ， 其 典型 条 件 下 的 电 沪 是 在 50 
鸡 恒 功率 下 进行 的 [注释 (7)]。 
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注释 


(1) 顺序 分 析 凝 胶 装 置 的 安装 和 工作 的 精确 方法 因 所 用 设备 的 型 号 而 异 ， 人 参见 设备 所 附 说 明 书 。 

(2) 可 制备 缓冲 的 梯度 胶 代 替 单 -一 浓度 的 顺序 分 析 胶 。 这 样 可 减低 较 小 片段 在 胶 底 部 的 迁移 率 ， 
从 而 有 效 地 增加 分 辩 率 。 这 就 要 用 1x 和 5 x 两 种 溶液 代替 仅 用 1 种 1x(1 x TRE) 的 丙烯 酰胺 溶 
液 。5x 溶液 由 7.5ml 水 .12g RH, 1.98 丙烯 酰胺 ,0.1g 双 丙烯 酰胺 和 6.25ml 20 x TBE 混合 配 
制 而 成 。 两 种 溶液 在 冰 浴 中 冷 至 15"2， 并 在 每 种 溶液 中 加 20ml TEMED。 用 25ml MABRY 12mi 
的 1xTBE 溶液 ， 接 着 用 同一 吸管 再 小 忆 地 吸出 12ml 5 x TRE WR, 让 空气 泡 通 过 吸管 由 上 端 逸 
出 ;起 轻 轻 混合 的 作用 。 将 吸管 中 的 液体 放 到 凝 胶 板 中 。 按 照 步骤 7 所 述 ， 用 TXTBE 溶液 补足 余下 
的 板 体积 。 

(3) 如 果 出 现 泄漏 ， 则 可 沿 着 底部 加 封 , HEA Sul 的 TEMED 混合 到 2m] 的 丙烯 酰胺 溶液 
中 ,并 快速 注 到 两 板 之 问 漏 的 位 置 上 , 形成 快速 聚合 的 凝 胶 条 。 然 后 如 步骤 6 所 述 。 将 留 下 的 溶液 注入 
RRB H. 

(4) 对 进行 顺序 分 析 或 单行 定 序 反应 1 一 2 小 时 的 聚合 时 间 是 最 常用 的 。 

《5) 插 进 齿 形 梳 之 前 * 要 彻底 冲洗 槽 。 

(6) 此 条 件 可 在 分 离 时 保持 划 咬 温度 。 加 较 高 的 功率 会 使 玻璃 板 爆 列 。 

(7) 见 注释 (1) 和 注 既 (6)。 


16-10 M13 克隆 的 顺序 分 析 
提要 


本 方法 用 于 对 克隆 M13 载体 中 的 插 人 物 做 核 彰 酸 顺 序 的 测定 。 将 一 段 17-mer 的 
SRABS | Wik -KSIM13 载体 上 靠近 多 聚 衔接 克隆 繁殖 区 的 位 置 上 ,形成 用 大 片段 DNA 
聚合 酶 I〈 也 称 Klenow 聚合 酶 ) 通 过 克隆 的 播 人 片段 延伸 的 引物 。 

引物 延伸 产物 的 一 小 部 分 在 各 个 反应 管 中 将 分 别 终止 在 GLA. T 或 是 C 碱 基 的 位 
置 ， 这 是 由 于 在 引物 延伸 反应 混合 物 中 的 一 种 特异 性 的 双 脱 氧 核 苷 酸 参 人 到 新 合成 的 链 
中 ,代替 了 相应 的 脱氧 核 昔 酸 。 通过 测定 在 延伸 的 DNA 链 中 的 每 个 位 置 上 究竟 是 4 种 
核 苷 酸 中 的 哪 一 种 会 起 终止 作用 ,就 能 测 出 核 苷 酸 顺 序 。 双 脱氧 顺序 分 析 法 在 16-1 中 曾 
有 详尽 的 叙述 。 图 16.1 是 这 一 操作 程序 的 示意 图 。 在 本 节 记 氢 的 操作 程序 是 BRL M13 
“Cloning/Dideoxy Sequencing Manual”( 人 参见 参考 文献 ) 中 所 述 方法 的 改良 。 

可 在 同一 时 间 对 几 个 M13 克隆 同时 进行 顺序 分 析 。 每 个 样品 在 顺序 分 析 胶 土 用 8 
行 ( 即 4 种 反应 物 ， 进 行 短 时 间 和 长 时 间 电 泳 ) 来 对 引物 后 的 300bP 做 顺序 分 析 。。 SA 
16-3 的 方法 用 BAL 31 缺失 克隆 繁殖 测定 较 长 的 顺序 时 ， 则 可 同时 对 依次 消化 的 克隆 
的 插入 物 做 顺序 分 析 ， 以 测定 其 全 顺序 。 


实验 所 需 时 间 
2 小 时 : 进行 反应 
6 小 时 : 进行 顺序 分 析 凝 胶 电 泳 
2 小 时 : FBR 
1 一 2 天 : 放射 自 显 影 
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特殊 设备 


16-9 所 记述 的 顺序 分 析 凝 胶 装 置 
可 用 于 35 X 40cm HERA HER TRS 


试剂 


a-sap-dAYP (400Ci/mmol) 或 c-25S- 
dATP (1 000Ci/amol)[ 注 释 (1),(2)] 

M13 通用 引物 ,17-mer( 如 Collaborative 
Research, “1000 反应 靖 用 水 稀释 到 2504u1， 
20% 保存 

DNA 聚合 酶 1LXKHE, Klenow, 5U/ 
wl, —20°C Rf (BRL) 

1OXKFMA BAAR, —20C RE 

0.lmol/L DTT, —20%; 保存 

dGIP,dATP, dTTP 和 dCTP, 4> 35 
水 稀释 至 10mmol/L, 7+ Fi NaOH 调 到 pH 
7.00 UW 50ul A-HA aA —70°c, a] 
放 一 年 

配制 每 种 dNTP 的 工作 液 , HARA 
水 稀释 到 2mmol/Lo 在 下 面 所 述 的 方法 中 要 
用 到 这 些 稀释 液 。 2mmol/L 稀释 液 分 别 贮 
存 于 —20° 可 达 4 周 。 

ddGTP,ddATP,ddTTP 和 ddCTP, 每 
种 都 为 10mmol/L,pH7。 分 别 以 Sul 一 份 贮 
存 于 一 70*C( 可 按 20-3 中 的 方法 测定 浓度 )o 

对 每 种 ddNTP 一 份 做 如 下 的 稀释 : 

ddGTP ,稀释 20 倍 为 0.5mmol/ 工 

ddATP ,稀释 40 倍 为 0.25mmol/ 工 [注释 
(3)] 

ddTTP, HF 10 FX 1.0mmol/L 

ddCTP ,稀释 20 倍 为 0.5mmol/ 世 

这 些 稀释 液 将 用 于 下 面 所 述 的 方法 中 
[注释 (4)]。 一 20%C 可 贮存 到 2 一 4 A 

ddATP, 0.06mmol/L, pH7 (10mmol/L 
贮 液 稀释 160 倍 ) 用 于 *S-dATP 顺序 分 析 
[注释 (5)]。 

顺序 分 析 凝 胶 加 样 溶液 

950wl CBT ARK 


5° 


: ~ 


图 16.4 DNA 顺序 分 析 胶 的 放射 自 显影 照片 


et7hke 


50x120 X TBE 缓冲 液 


0.1mg 省 酚 蓝 
0.img —HAK 
方法 
实验 准备 


制备 8% PA te H.8mol/L 尿素 顺序 分 析 胶 ， 如 16-9 所 述 。 用 2mmol/L dGTP, 
dATP, dTTP 和 dCTP MRR ul 混合 ,制备 100ul 追 正 溶液 (一 20"C 可 贮存 4 
周 )。 


由 2mmol/L 贮存 滚 制 备 G°,A°,T° 和 C° WIR: 


Gi ipl 一 20p1 201 
A° 20p1 一 20p1 20u1 
ie 20u1 = ipl 20pl 
Gs 20p1 一 20p1 ipl 
—20°C 可 贮存 * Flo 
准备 反应 
1. 每 个 样品 按 下 述 方法 制备 9.5ul 的 退火 混合 液 :… 
DNA 样品 (来 自 16-7) 5pd 
引物 (17-mer) Lul 
10X RA AR MBH 1.5 ul 
H,0 2ul 


HEA 55°C 加 热 5 分 钟 。 在 水 浴 中 冷却 1 一 2 小 时 到 室温 〈25%C) , S| IB Ko 
2. 为 每 个 样品 制备 Sel RAKES KR: 


ca-3?2P-dATP 或 a-*S-dATP 37] 
DNA RAB LAE 1yl 
0.1mol/L DTT lyl 


3. 加 9.5pl 的 退火 混合 液 到 Sul 的 聚合 酶 混合 液 中 , 形成 14.54l 的 引物 楼板 混合 


Bo 
4. 为 每 个 待 顺序 分 析 的 M13 克隆 , 准备 4 个 反应 管 , 标 上 GAT MC.FAAAD 


如 下 : 
a 
G # A 管 | 1 Ce 
ip1G° 1plA° 1p1T° 1p1C° 
1pl ddGTP 1pl ddATP ipl ddTTP 1p] ddCTP 
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注意 : 用 在 “试剂 ”一 节 中 指出 的 4 种 ddNTP 稀释 液 。 如 用 a-*S-dATP UH ”P, 
就 用 1ul 0.06mmol/L dATP 加 到 A 管 中 代替 lal 的 0.25mmol/L MRK. 
5. 向 上 述 4 管 中 的 每 一 管 , 加 3ul 由 步骤 3 得 到 的 14.54] 引物 模板 混合 液 。 


引物 延伸 


6. 室 温 下 将 各 管 放置 10 分 钟 。 
7. 每 管 加 lul 的 追 止 溶液 。 室 温 下 放置 10 分 钟 。 
“样品 的 凝 胶 电 泳 ， 

8. 向 每 管 加 4 eel 顺序 分 析 胶 加 样 溶液 9 沸水 浴 中 保温 1 分 钟 使 引物 延伸 链 变 性 。 

9. 41 16-9 所 述 ， 从 每 管 取 2 加 到 8% 丙烯 酰胺 顺序 分 析 胶 的 各 行 上 。 将 每 个 待 
顺序 分 析 的 M13 克隆 来 的 G、A、T 和 C 反应 的 样品 加 到 凝 胶 上 相 邻 的 4 行 上 。 OB 
上 各 样品 组 不 对 称 地 加 样 对 以 后 的 定向 是 有 用 的 。 

10. 在 .50W 恒 功 率 下 电泳 大 约 2 小 时 直到 较 低 的 桨 料 带 ( 澳 酚 蓝 接近 胶 底 部 。 这 
可 以 分 辩 开 头 的 100—150bP 〈 短 电泳 )。 

11. 第 二 次 从 同样 的 4 管 中 再 各 取 2ul 样品 加 样 、. 并 在 顺序 分 析 胶 上 电泳 5 小 时 , 直 
到 二 甲 茉 蓝 迁 移 60 一 70cm。 这 可 以 分 辩 150 一 300bp 的 核 苷 酸 (长 电泳 )。 

如 果 有 地 方 , 也 可 在 同一 块 凝 胶 上 进行 长 , 短 两 种 电泳 ,这 样 做 时 长 电泳 样品 为 3.5 一 
4 小 时 ,直到 二 甲 茉 蓝 染料 前 沿 处 于 凝 胶 底 部 。 将 步骤 8 的 样品 再 重新 沸腾 一 分 钟 ， 第 二 
次 再 每 种 各 加 ?pl 样品 ( 短 电 泳 ) 于 此 同一 凝 胶 的 4 个 相 邻 的 孔 中 。 再 电泳 2 小 时 ,直到 
新 加 的 二 甲苯 蓝 染料 前 沿 移 到 凝 胶 下面 20cm 处 。 

12, 当 胶 完全 电泳 完毕 ,切断 电源 并 小 心地 取 下 夹子 和 移 开 玻璃 板 。 凝 胶 通 常 牢固 地 
粘 在 一 块 玻璃 板 上 [注释 (6),(7)Js 

13. 剪 下 一 张 比 凝 胶 稍 大 一 些 的 Whatman 3MM 滤纸 , 紧 压 在 凝 胶 上 面 。 

14. 小 心 翻转 纸 - 凝 胶 - 玻 璃 板 ， 将 玻璃 板 翻 到 项 上 。 除 去 顶部 玻璃 。 凝 胶 现 在 附 在 
3MM 滤纸 上 。 用 塑料 纸 包 盖 凝 胶 并 放 在 真空 凝 胶 干 燥 器 中 。 真空 下 80% FR 1 一 2 小 
时 。 时 间 的 长 短 取 决 于 真空 度 。 

15. 干 胶 后 ,如 用 35-dATP， 则 在 放射 自 显影 前 ,塑料 薄膜 要 从 胶 上 剥 掉 ， 如 用 z- 
dATP, 可 保留 塑料 薄膜。 

16. 测定 凝 胶 与 加 样 和 标志 的 方向 。 用 XAR-5 胶片 做 放射 自 显 影 。 凝 胶 的 一 面 朝 
向 胶片 。 室 温 下 无 增 感 屏 曝光 过 夜 。 冲 洗 胶 片 。 

17. 与 克隆 的 DNA 逆向 互补 链 的 顺序 可 以 从 底部 (最 近 引 物 处 ) 读 起 ， 由 在 步骤 9 
和 10 短 电泳 的 行 开始 。 较 长 的 引物 延伸 部 分 在 步骤 11 的 前 4 行 分 辨 较 好 。 在 两 组 样品 
的 电泳 中 重 倒 的 顺序 将 指示 如 何 去 合 并 两 部 分 读 出 的 结果 。 


注释 


C1) 在 操作 放射 性 材料 时 要 小 心 * 全 部 操作 过 程 都 要 戴 手 套 。 
(2) @-*P-dATP 或 a?S-dATP 都 可 被 用 于 在 M13 顺序 分 析 中 标记 引物 -延伸 链 。 在 凝 胶 放射 自 
显影 上 ，”S$ 给 出 的 分 辩 度 较 好 ,但 曝光 时 间 较 长 。 同 时 ,”S 是 一 种 低能 放射 源 , 一 般 来 说 操作 时 较 安 全 。 
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”S 和 ?? 方法 的 主要 不 同 点 是 ddATP 的 稀释 度 。 

(3) 参见 注释 (2)。 

(4) ddNTP 的 稀释 决定 操作 中 终止 的 速度 。 较 高 的 ddNTP 演 度 将 产生 较 短 的 链 ， 低 浓度 则 产 
生 较 长 的 链 。ddNTP 浓度 的 改变 可 能 改进 顺序 的 “测定 不 足 ? 或 “测定 过 分 ?的 问题 。 这 里 给 出 的 是 平 
均值 ,它们 对 于 测定 插 人 物 的 最 前 面 的 300bp 会 提供 良好 的 终止 范围 

(5) 参见 注释 (2)。 

(6) 可 用 锰 子 的 边缘 援 起 玻璃 板 并 小 心地 脱离 开 凝 胶 。 凝 胶 附 着 的 板 在 下 并 慢 慢 地 拿 掉 顶 上 的 
板 。 在 进一步 分 析 时 ;注意 样品 的 方向 ;这 与 胶 粘 在 哪 块 板 上 有 关 。 

(7) 如 用 >*S 做 顺序 分 析 反应 ,可 去 除 胶 中 的 尿素 , 因为 尿素 可 能 引起 淳 灭 。 小 心 把 胶 板 放 在 40 
x50x5cm 的 槽 中 , 用 1L 5% 甲醇 /596 HERB. Mi 20 一 30 分 钟 让 尿素 从 凝 胶 中 人 逸 出 。 当 心 不 


要 让 胶 从 板 上 滑 掉 。 虹吸 出 液体 并 继续 进入 步骤 13。 5 顺序 分 析 ,可 人 参阅: Williams, S. A. et al.» 
Biotechniques 4:138, 1986; Ornstein, D. L. and Kashdan, M. A., Biotechniques 3: 476，1985. 


参考 文献 
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第 17 章 克隆 DNA 的 进一步 鉴定 


17-1 S) 核酸 酶 保护 性 试验 
提要 


本 试验 可 在 RNA 转录 本 中 精确 地 鉴定 出 有 关 基因 的 边界 ， 包 括 内 含 子 /外 显 子 的 
连接 和 转录 本 的 了 或 3 端 。 本 试验 还 可 在 RNA 和 标记 的 DNA 探 针 间 做 特异 性 比 
较 。 本 方法 比 Northern 印迹 法 更 为 严格 和 敏感 ， 但 也 较为 宛 长 和 需要 较 多 的 有 关 被 表 
达 和 分 析 的 基因 结构 的 知识 。 

Sl] 核酸 酶 试验 方法 基于 单 链 DNA 可 被 核酸 内 切 酶 消化 。 因 此, 如果 ”P-DNA 探 针 
未 与 杂交 的 RNA 呈 精 确 的 碱 基 配 对 ,多 余 的 未 被 RNA 杂交 的 尾部 或 环 状 结构 将 被 切 
开 。 分 辩 未 消化 的 不 被 Sl 作用 的 部 分 将 提供 关于 探 针 和 起 保护 作用 的 mRNA 之 间 顺 
序 相同 部 分 的 细节 。 

本 方法 可 分 为 以 下 8 步 : 

1. 由 M13 克隆 开始 , 此 M13 的 引物 延伸 产物 将 与 感 兴趣 的 总 RNA RHR (At) 
IRNA 互补 。 

2. 通过 由 M13 克隆 的 通用 的 引物 位 点 开始 的 启动 子 延 伸 ; 制造 放射 性 标记 互补 复 
Ko 

3. 用 合适 的 限制 性 内 切 酶 在 启动 子 延 伸 探 针 中 切断 克隆 的 插 人 物 以 外 的 部 分 。 

4. 在 变性 的 琼脂 糖 或 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 电泳 ,以 分 离 探 针 。 

5. 由 凝 胶 上 电 洗 脱 下 探 针 。 

6. 在 极 严格 的 条 件 下 将 探 针 与 RNA 样品 杂交 ,使 之 仅仅 生成 RNA-DNA 复合 体 。 

7. 用 S1 核酸 酶 处 理 , 探 针 的 非 杂 交 的 部 分 将 被 消化 。 

8. 变性 并 在 高 分 辩 的 变性 凝 胶 上 电泳 ,以 显示 和 测 出 被 保护 部 分 和 杂交 部 分 的 大 小 。 


所 需 时 间 
第 1 天 : 制备 杂交 探 针 ，8 小 时 (步骤 工 一 6) 
第 2 天 : 进行 S1 核酸 酶 反应 并 在 凝 胶 上 电泳 ,4 一 5 小 时 (步骤 7 一 8) 
第 3 天 : 1 小 时 用 于 分 析 凝 胶 


特殊 装备 


微型 胶 装 置 
顺序 分 析 凝 胶 装置 和 板 
液体 闪烁 计数 器 
Fi as 


e175¢ 


试剂 
引物 . 17-mer 通用 性 启动 子 ( 例 如 ,Collaborative Research) 
LOX 一 
a-*P-dATP, 400Ci/mmol (NEN, Amersham) 
Ao #4: 由 2mmol/L 的 贮存 液 中 取 dGTP.dTTP 和 dCTP 各 20z1 
DNA 聚合 酶 1,KEE, Klenow, 5U/zl (BRL) 追 止 溶液 ，dATP 、dTTP 、dCTP 
和 dGTP 各 0.5mmol/L (如 M13 顺序 分 析 中 一 样 , 见 16-10) 
限制 性 内 切 酶 和 限制 性 内 切 酶 缓冲 液 ( 根 据 所 用 的 克隆 选用 ) 
10X 碱 性 变性 胶 缓 冲 沪 
308mmol/L NaOH 
26mmol/L EDTA 


碱 性 胶 加 样 缓冲 液 
0.3% 溴 甲 酚 绿 
50% 甘油 
50 多 10X 碱 性 变 泪 胶 缓 冲 该 
1x TBE 缓冲 液 
SS- 茶 酚 
3mol/L 醋酸 钠 ，pH7 
乙醇 
杂交 缓冲 液 (10X) 
200 mmol/L Tris. pH 7.4 
4moi/L NaCi 
10 mmol/L EDTA 


6.imo!/L DTT 
10% SDS 
甲 酰胺 (去 离子 ) 8) RTS 
甸 鱼 精子 DNA，2mg/ml， 沸 水 浴 中 者 ,5 分 钟 令 其 变性 ,贮存 于 4 
S1 核酸 梅 ,由 干粉 配制 33U/ul (BM)， 可 存 1 个 月 
S1 Shik (SX), 
3ml 5mol/L NaCl 
1.66ml 100mmol/L ZnSO, 
1ml 3mol/L R&A, pH4.5 
4.33 ml H,O 
iE RNA, 10mg/ml 
电泳 加 样 液 


SG * 


85041 甲 酰 胺 (去 离子 ) 
50zxl- 20 X TBE 缓冲 液 
50ul =PRE 
50ul 2 PRE 

TE 缆 冲 液 

pBR322 

Eco Rl 

Hin fl 


HE 

实验 准备 

准备 携 有 感 兴 趣 的 插 和 人 DNA 的 M13; 应 该 知道 插 人 DNA 的 顺序 , 并 在 启动 子 延 
(RTP A AB ALE ROUEN RNA 的 拧 针 。 在 全 部 操作 中 需 戴 手套 并 使 用 无 菌 或 高 
FEM SA OR Bl. MERA (SE 10—30ng, BEB DPR) ACH) RNA FF 


品 。 如 果 用 多 聚 (A+) RNA, 每 管 加 2u20 a a Salie, A iy dala apg ”2P- 标 记 的 
分 子 大 小 标志 tio! 


引物 延伸 

1. 对 每 一 次 反应 ,在 1.5ml 微型 离心 管 中 混 合 下 列 物质 : 
lp 引物 
1.5w1 聚合 缓冲 液 
SOL: a TK 


2. 加 5ul M13 DNA ( 按 16-7 准备 ) 混 合 。 稍 离 心 以 使 全 部 内 容 物 聚 于 管 底 。 样 品 
B55 C 水 浴 中 。 将 水 浴 从 热源 移 开 ， 使 其 逐渐 冷却 , 最 后 使 水 浴 与 试管 都 达到 室温 。 此 
操作 约 需 1 小 时 。 

3. 依次 加 人 下 列 溶 容 液 以 起 动 引物 廷 律 皮 应 

4ul ete sar Pte) I 

4u1 A" 混合 物 

JADIT mol/L DTT 

lul DNA #AHILKE BE 〈5U/ ul) 
稍 离 心 使 全 部 内 容 物 聚 于 管 底 5 

4. 室温 下 放置 10 分 钟 。 

5. 加 2wl 追 止 溶液 。 

6. 室温 下 再 放置 10 分 钟 。 

7. 用 SS-2E S/H DNA 并 用 乙醇 沉淀 ,如 20-1 所 叙 。 在 适当 的 RE 缓冲 液 
中 重新 溶解 沉淀 物 。 用 限制 性 肉 切 酶 切割 引物 延伸 M13 克 隆 (5-4)。 选 择 在 载体 中 预期 
#245 mRNA 杂交 的 插 人 物 以 外 的 部 分 有 单一 切 点 的 限制 性 内 切 酶 。。 不 得 切割 插 人 物 


《参见 图 17.1)。 限制 性 内 切 酶 消化 反应 的 总 体积 为 20x1 (5-4)。 
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图 17.1 -S1 核 酸 酶 保护 试验 示意 图 。(A) 分 离 扒 有 感 兴趣 的 DNA 插 人 物 的 M13 载体 。 (B) 从 引物 区 延 

伸 合 成 第 二 条 放射 性 标记 的 核 背 酸 的 链 。 (C) 用 合适 的 限制 性 内 切 酶 在 离开 插入 物 区 一 段 距 离 处 切 下 双 

链 的 产物 。(D) 在 变性 凝 胶 上 分 离 切 下 的 产物 。 〈 卫 ) 由 放射 自 显影 谱 鉴定 出 放射 性 标记 的 探 针 及 与 感 兴 

趣 的 DNA 互补 的 部 分 。(F ) 由 凝 胶 上 分 离 出 探 针 。(G) 探 针 与 RNA 样品 杂交 《注意 至 少 有 3 种 可 能 的 

情况 存在 它们 将 在 凝 胶 上 显示 不 同 的 谱 带 。( 五 ) 杂交 产物 被 Si 核酸 酶 消化 ,全 部 单 链 的 核 萌 酸 被 消化 。 
(D 样品 在 变性 的 聚 丙 燃 酰胺 凝 胶 上 电泳 以 测定 未 消化 的 (“ 被 保护 的 2 杂交 的 片 妥 的 大 小 。 
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8. 在 限制 性 内 切 酶 消化 后 ,加 Sal 碱 性 胶 加 样 缓 冲 液 , 置 冰 浴 中 。 

提纯 探 针 ; 碱 变 性 琼脂 糖 凝 胶 工 注释 (2)] 

9. 按 下 述 方法 制备 凝 胶 : 22.5ml HO 与 0.258 琼脂 糖 置 125ml 三 角 烧 瓶 中 , 在 微 
波 炉 (或 沸水 浴 ) 中 沸腾 2 分 钟 。 向 琼脂 糖 溶液 中 加 2.5ml 10X 变性 的 凝 胶 缓 冲 液 。 必 
要 时 用 水 补充 至 25ml。 旋 转 混合 。 取 14ml 放 到 微型 凝 胶 板 上 , 放 上 0.85cm HB CTR 
型 胶 操 作 参 见 9-1)。 凝 胶 硬 化 30 分 钟 后 , 置 微型 胶 装置 下 ， 放 500ml 1X 碱 性 变性 凝 胶 
缓冲 液 。 

10. 将 由 第 8 步 得 到 的 样品 沸腾 2 分 钟 。 

11. 凝 胶 准 备 好 后 ,将 煮沸 过 的 样品 加 到 凝 胶 上 (25ul)。 

12. 50V 下 电泳 ,至 染料 前 进 到 约 为 胶 的 一 半 处 (1 一 1.5 小 时 )。 现 在 凝 胶 装置 已 成 为 
放射 性 的 ,要 采取 适当 的 操作 。 

13. HB HE LEE, 用 清洁 的 塑料 膜 包 起 来 (Saran Wrap 很 好 用 )。 在 暗室 
tH, 将 包 着 的 凝 胶 对 线 曝光 30 秒 到 几 分 钟 [注释 (3) ]。 标 明 凝 胶 在 胶片 上 的 位 置 ， 以 
供 曝 光 与 冲 洗 后 将 放射 自 显影 谱 与 胶 对 齐 。 

14. 将 胶片 县 在 凝 胶 上 ,用 一 把 未 用 过 的 刀片 小 心切 下 引物 延伸 的 DNA 插 人 物 。 典 
型 的 情况 下 ， 探 针 会 在 3 条 主要 的 放射 自 显影 谱 带 的 中 间 一 条 (如 图 示 )。 如 果 对 选 定 的 
谱 带 有 疑问 ， 可 将 分 子 量 标志 加 在 胶 上 同时 电泳 ,以 帮助 测定 合适 谱 带 的 分 子 大 小 ;有 助 
于 确定 谱 带 。 对 小 于 lkb 的 SI 探 针 可 以 方便 地 制备 一 套 分 子 量 标志 【注释 (4)]。 


探 针 的 洗 脱 

15. RS 20041 1X TBE 缓冲 液 一 起 放 在 透析 袋 中 。 用 9-3 的 方法 电 洗 脱 。 探 
针 将 留 在 袋 内 [注释 (5)]。 

16. 将 TBE 缓冲 液 中 的 探 针 从 袋 中 转移 到 微型 离心 管 中 ， 再 用 200wl TRE 缓冲 液 
测 洗 透析 袋 ， 合 并 。 样 品 在 微型 离心 机 上 离心 30 秒 , 去 掉 带 人 的 凝 胶 碎 片 。 将 上 清 液 移 
人 新 管 中 。 

17. 加 等 体积 的 SS- 葵 酚 和 和 氧 仿 以 提纯 探 针 。 充分 混合 在 微型 离心 机 上 离心 1 分 
钟 。 上 层 水 相 移 人 新 管 中 。 

18. 加 1/10 体积 〈40 wl) 3 mol/L 酯 酸 钠 ,2 wl tRNA, 2.5 FRR Um!) 乙醇 。 
FADIA CFU LUKE 10 分 钟 。 微型 离心 机 上 4%C 离心 5 分钟。 弃 去 上 清 液 用 200 
ul 乙醇 测 洗 。 置 微型 离心 管 中 4c 离心 5 分 钟 。 小 心 移 去 上 清流 真空 下 于 燥 沉 证 。 

19. 配 制 3.5ml 下 述 缓冲 液 . 

3ml 去 离子 的 甲 酰胺 
0.4ml 10X RAR 
401 10% SDS 

60u1 H2O 

20. 溶解 由 第 18 步 得 到 的 DNA 沉淀 于 300wl 由 第 19 步 配制 的 缓冲 液 中 。 

21. 取 5wul 此 样品 置 sml 闪烁 液 中 在 液 闪 计数 器 上 计数 。 将 样品 体积 用 步骤 19 配 
制 的 缓冲 液 调 到 25 000 一 100 000cpm/35pu1 [注释 (6)]。 
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探 针 与 RNA 杂交 
22. 对 每 份 要 分 析 的 RNA 样品 在 微型 离心 管 中 用 乙醇 沉淀 。 ”用 80% 己 醉 测 洗 沉 
淀 , 真 空 下 干燥 沉淀 〈20-1)。 把 每 一 种 RNA 样品 干燥 后 存 于 1.5ml 微型 离心 管 中 , 加 
351 探 针 ( 第 21 HH) A 5wul HO。 有 一 管 则 仅 含 10ul tRNA MOM. HIRES UR 
解 RNA。 稍 离心 使 全 部 液体 聚 于 管 底 。 
23. 将 各 管 在 75sc 加 热 15 分 钟 。 
24. 精确 测定 杂交 时 的 保温 温度 [注释 (7)]。 测定 的 根据 是 探 针 顺序 中 G FC 碱 基 
的 百分比 ,其 大 致 的 温度 是 : 
40% GC45% 
50% GC 50% 
60% GC 55% 
25. 在 选 定 的 温度 下 ,将 各 管 保温 过 夜 。 
第 2 天 : S1 核酸 酶 反应 
26. 准备 下 列 混 合 物 ( 可 根据 S1 反应 样品 的 数目 按 比例 增加 体积 ): 
lul 鳞 鱼 精子 DNA 
1.5wl S1 核酸 酶 
280p1l H,O 
80u1 5 xX Sl 缓冲 液 
也 可 根据 经 验 调整 S1 核酸 酶 的 量 , 以 得 到 合适 的 结果 。 
27. 从 保温 水 浴 中 一 个 个 地 取出 样品 并 立刻 加 入 350wl[ 注 释 (8)] 上 述 混合 物 。 在 管 
中 用 移 液 管 次 吸 数 次 , 令 其 充分 混合 。 每 换 一 - 根 管 都 用 一 个 新 的 移 液 管 尖 。 
28. 将 各 管 在 37°C 保温 1 小 时 。 同时 准备 一 份 8mol/L 尿素 、5% 聚 丙烯 酰胺 顺序 
分 析 胶 ,方法 参照 16-9 的 介绍 。 


样品 提纯 

29. 加 入 400wl SS- 茶 酚 和 400wl 氯仿 。 充 分 混合 。 在 微型 离心 机 上 离心 3 分 钟 。 将 
上 层 水 相 移 人 一 新 的 微量 离心 管 中 。 byt ig 

30. J 1/10 体积 《〈40w1) 3mol/L 酷 酸 钠 (PH 7) Mlml 乙醇 。 充分 混合 。 在 于 
冰 上 冰冻 10 分 钟 。 在 微型 离心 机 上 4°C 离心 5 分 钟 。 

31. 加 400w1 80% 乙醇 洗 沉 淀 。 在 微型 离心 机 中 离心 3 分钟 mT. 

32. 按 第 31 步 的 方式 再 用 乙醇 反复 洗 。 ZE PT MULE. 


在 顺序 分 析 胶 上 进行 电泳 

33. 将 沉淀 重新 溶 于 3ul TE 缓冲 液 中 。 加 4wl 凝 胶 加 样 溶液 。 lve RMLs 
解 帝 淀 。 

34. KF PE tn Bele 2 分 钟 以 变性 。 

35 将 4ul 样品 加 到 5% 顺序 分 析 胶 上 ， 并 按 16-9 的 方法 电泳 ， 约 在 50W 进行 3 
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小 时 。 同 时 也 包括 含 酵母 RNA 的 样品 (阴性 对 照 ) 一 份 10zl 未 处 理 的 探 针 (第 21 步 )， 
一 行 4ul 分 子 量 标志 , 其 在 加 样 缓冲 液 中 的 变性 操作 与 样品 一 样 (第 33 步 和 34 步 )， 二 
甲 茉 蓝 染 料 [ 光 蓝 ) 与 大 约 150bp 大 小 的 部 分 一 起 电泳 ;电泳 一 定 的 时 间 ， 直到 能 分 离开 
预期 被 S1 消化 的 部 分 。 

36. 当 电泳 完 成 后 ， 小 心地 将 板 分 开 。 压 上 一 张 Whatman 3MM 纸 , 并 轻 轻 压 平 。 

37. 小 心地 将 胶 反 转 ( 纸 面向 下 ), 并 轻 经 更 去 另 一 块 板 。 

38. 用 清洁 的 塑料 膜 盖 在 胶 上 ,去 掉 多 余 的 3MM 纸 。 

39. 在 真空 凝 胶 干燥 器 上 将 胶 和 纸 80°C 干燥 1 一 2 小 时 。 

40. — 70°C 过 夜 ,对 凝 胶 进行 放射 自 显影 ,用 增 感 屏 ,调整 曝光 时 间 ,必要 时 在 第 一 次 
曝光 过 夜 胶片 的 基础 上 ,进行 第 二 次 上 曝光 。 


对 凝 胶 进 行 分 析 | 

41. 如 果 探 针 与 样品 中 的 RNA 杂交 , 将 出 现 一 条 明显 的 谱 带 , 其 长 度 较 未 杂交 的 探 
针 为 短 ， 这 是 因为 限制 性 内 切 酶 切断 处 与 M13 DNA 克隆 的 顺序 有 一 段 距离 并 在 制造 
探 针 时 有 一 眉 引物 。 如 果 探 针 与 含有 一 段 5 个 或 5 个 以 上 碱 基 的 内 源 的 非 互补 区 RNA 
ARS, Sl 核酸 酶 将 消化 这 些 未 配对 的 碱 基 。 这 种 消化 后 的 界 质 双 链 将 以 较 短 的 不 被 S1 
作用 的 谱 带 显示 在 放射 自 显 影 谱 上 。 一 条 代表 全 长 的 探 针 与 少量 沾染 未 标记 的 M13 的 
DNA 模板 杂交 形成 的 DNA-DNA 双 链 的 谱 带 通常 在 各 条 样品 电泳 轨迹 中 都 可 见 到 , 这 
与 杂交 中 所 存在 的 RNA 无 关 。 特异 与 样品 杂交 的 那些 种 RNA 将 出 现在 样品 的 电泳 
轨迹 中 ,但 不 出 现在 作为 阴性 对 照 的 tRNA 杂交 样品 轨迹 中 。 


注释 


《1) 以 适宜 的 方式 操作 放射 性 反应 物 和 废物 。 在 全 部 操作 中 戴 手 套 。 
(2) 变性 的 8mol/L 尿素 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 用 于 提纯 探 针 。 碱 性 琼脂 糖 凝 胶 较 快速 和 易于 掌握 。 双 丙 
烯 酰胺 凝 胶 对 小 片 妇 的 探 针 ( 即 少 于 300bp) 可 能 是 需要 的 。 人 参见 16-9， 但 用 imm WAS 
《3) 对 齐 胶片 与 凝 胶 的 角 , 以 测 出 谱 带 的 位 置 。 在 曝光 时 , 放 一 块 玻璃 板 压 住 胶片 。 
(4) Hin fl 和 Eco RI 切割 的 pBR322 标志 物 对 S1 核酸 酶 实验 是 很 有 用 的 。 为 制备 “PG. 
合 : 
lpg pBR322 DNA. 
2ul 组 冲 液 : 600mmol/L NaCl 
60 mmol/L Tris, pH 7.4 
60 mmol/L MgCl, 
60 mmol/L 6-7 
4 ul a-**P-ATP (LEGER IB ED 


0.5pl Hin fl, 10U/pl 
0.5pl EcoRI, 10U/pl 
12u1 H,O 


37°C 保温 30 分 钟 。 加 0.541 DNA RAAB ILA BE (Klenow ADF Rio 37°C 保温 15 AFH 65°C 
保温 10 分 钟 令 酶 失 活 。 加 le) BA EAT AA, A 5ml G50 或 BioRad P10 柱 在 TE 缓冲 液 中 层 
析 使 未 参 人 的 三 磷酸 盐 与 参 人 的 部 分 分 离开 。 收 集 电 沪 中 与 蓝 右 旋 糖 酝 标 志 ( 柱 的 空 体积 ) 跑 在 一 起 的 
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都 分。 分子 大 小 标志 将 为 998 .634.517/1506 396.344、298、 221.220\、154 和 75bpoe 

(5) 参见 注释 (1)。 

(6) 如 每 35 wl HAY cpm 少 于 25 000， 这 个 探 针 可 能 不 能 用 。- 常见 的 是 358l 探 针 计数 中 大 于 
100 000cpm ,这 时 需 做 合适 的 调整 。 

(7) 这 些 温度 是 从 经 验 推出 的 ， 算 的 方法 是 取 比 在 高 甲 酰 胺 缓冲 液 中 DNA-DNA 熔点 高 5 一 6 
但 低 于 RNA-DNA 熔点 的 温度 。 为 使 试验 最 适 化 ， 建 议 在 进行 第 一 次 杂交 反应 时 对 一 种 探 针 采用 舍 
近 预 指 的 合适 值 附 近 的 几 个 温度 ,以 从 经 验 上 测 出 最 好 的 试验 条 件 。 

(8) 重要 的 是 快速 地 将 混和 物 加 入 到 每 一 根 管 中 ， 并 保持 温度 仍 处 于 保温 温度 或 接近 保温 温度 。 
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第 18 章 ”对 培养 的 哺乳 动物 细胞 的 转 染 


18-1 ; 贴 壁 和 非 贴 壁 细胞 用 提纯 的 质粒 经 磷酸 司法 转交 
提要 
这 是 一 个 将 重组 质粒 中 的 克隆 化 基因 引入 哺乳 动物 细胞 的 有 效 方法 [注释 CH) lo 本 
方法 用 于 非 贴 壁 细胞 时 与 用 于 贴 辟 细胞 稍 有 不 同 [注释 (2)]。 
实验 所 需 时 间 
4 一 6 小 时 , 再 加 上 细胞 生长 所 需 的 时 间 


特殊 装置 


细胞 培养 装置 (保温 箱 ,生物 操作 台 、 自 动 移 液 器 等 ) 
试剂 
2 X HBSP 缓冲 液 [ 注 释 (3)] 
1.5mmol/L Na,HPO, 
10mmol/L KCl 
280mmol/L NaCl 
12 mmol/L 葡萄 糖 
50mmol/L HEPES, pH7 
配制 100m] AY 2X. 0.22um 滤 膜 抽 滤 ,分 成 5ml 一 份 , 置 —20C 保存 
15% 甘油 配 于 1XHBSP 缓冲 液 中 ,新 鲜 配 制 
2mol/L CaCl, i: #2 — 20°C 
磷酸 盐 缓冲 生理 盐水 〈PBS) 
根据 所 用 的 细胞 选择 细胞 培养 基 


方法 
实验 准备 
测试 全 部 用 于 转 染 的 细胞 系 对 甘油 的 敏感 性 [注释 (4)]。 制 备 和 提纯 转 染 用 的 质粒 。 
将 全 部 缓冲 流通 过 0.22Am 滤 膜 灭 菌 。 
转 当 非 贴 壁 细 胞 (对 贴 壁 细 胞 ,直接 阅读 “用 CaPO, 转 染 贴 壁 细 胞 ”) 


1. 依次 混合 下 列 溶液 制备 CaPOWDNA RAH: 
H:O《 用 于 将 最 终 体积 配 到 1ml) 
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质粒 DNA (10 一 25wg) 
2mol/L CaCl,, 6241 ( 终 浓 度 为 0.125mol/ 工 ) 
2XHBSP, 500z1 
最 终 体 积 1ml。 为 产生 沉淀 ,将 HO ME-NTAY 15ml 圆锥 形 试 管 的 底部 。 轻 经 将 
DNA 加 到 水 中 ， 不 要 混合 。 加 2mol/L CaCcl， 不 要 混合 。 在 自动 移 液 器 上 (如 Pipet- 
aid) 装 上 1ml 的 移 液 头 ,用 以 加 500wl 2 xX HBSP 缓冲 液 。 轻 轻 将 吸管 头 放 人 管 中 , 触 
到 管 底 , 慢 慢 放 出 缓冲 液 并 歇 人 大 约 5 个 气泡 ,使 内 容 物 轻 轻 地 混合 [注释 (5)]。 
2. 室温 下 置 生 物 操 作 台 上 沉淀 15 分 钟 。 溶 液 应 变 澄 清 或 稍 有 混浊 。 
3. 此 时 , 离心 收集 细胞 。 每 次 转 染 用 1 x 10 个 细胞 (对 10 一 25wg 质粒 DNA 而 
Be 细胞 在 200X8g 离心 5 分 钟 。 
4. 弃 去 上 清 。 用 1ml PBS 洗 细 胞 沉淀 一 次 。 再 离心 收集 细胞 。 
5. 7£ 25u]1 1 X HBSP 中 重新 悬浮 细胞 。 
6. 向 细胞 中 加 入 CaPO./DNA 沉淀 ,上 下 歇 吸 细胞 一 次 。 
7. 在 生物 操作 人 台中 室温 下 放 15 分 钟 。 
8. 加 5ml 完全 培养 基 [( 注 释 6)]。 
9. 接种 到 T-25 三 角 烧 瓶 或 6cm 组 织 培养 下 中 。 
10. 在 湿润 的 CO,， 培 养 箱 中 37sc 培养 4 小 时 [注释 (7)]。 
11.500 X g 离心 5 分 钟 收 集 细胞 。 
12. 弃 去 上 清 液 。 将 沉淀 再 悬浮 于 5ml PBS 中 以 洗涤 细胞 。 如 第 11 步 的 方法 离心 。 
13. 此 时 ,如 果 细 胞 对 甘油 有 抗 性 ,用 下 述 方 法 进行 一 次 甘油 冲击 (glycerol shock)。 反 
之 , 则 不 得 做 甘油 冲击 。 
14. 将 细胞 再 悬浮 在 1ml & 15% 甘油 的 1XHBSP ARH, 
15. 37°C 培养 1 一 3 分 钟 (取决 于 细胞 系 )。 
16.500xX g 离心 5 分 钟 去 除 甘 油 。 弃 去 上 清 液 。 
17. 加 5ml PBS，500 X g 离心 5 分 钟 , 弃 去 上 清 液 。 
18. 将 细胞 再 悬浮 在 10ml 完全 培养 基 [ 注 释 (8)] 含 血清 、 谷 氨 酰 胺 、 抗 生 素 ) 中 。 接 
种 在 10cm 组 织 培养 下 中 。 
19. 37°C 在 湿润 的 CO. 培养 箱 中 培养 36 一 48 小 时 。 
20. 必要 时 ， 选择 稳定 的 转 染 体 。 18-4 介绍 了 一 种 选择 对 G418 抗 性 的 方法 。 


用 CaPO, 转 米 贴 壁 细胞 


转 染 前 16 一 20 小 时 ,用 胰 蛋 白 酶 处 理 以 移 下 贴 壁 生长 的 细胞 ， 再 用 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 
使 胰 蛋 白 酶 失 活 [注释 (9)], 置 完全 培养 基 [ 注 释 (10)] 中 ， 接 种 于 T-25 三 角 烧 瓶 或 6cm 
组 织 培养 下 中 ，3 Xx 10° 细胞 /下 。 转 染 前 2 一 4 小 时 ,从 板 上 移 去 培养 液 , 加 5ml 完全 生 
KR, ££37C HH. 

21. 如 第 1 步 和 第 2 步 的 方法 制备 CaPOWDNA ， 但 都 只 取 一 半 体 积 ( 总 量 0.5ml)e 

22. 混合 物 在 生物 操作 台中 室温 下 放 30 分 钟 。 

23. 用 移 滚 管 上 下 吹 吸 以 混合 沉淀 。 极 慢 地 接种 细胞 。 不 得 剧烈 地 混合 ， 温 和 地 振 
荡 数 次 。 培 养 液 将 变 为 黄色 ,最 后 变 得 混浊 。 
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24. 置 湿润 的 CO, 培养 箱 中 37°C 培养 4 小 时 。 在 培养 开始 10 分 钟 后 ， 由 培养 箱 中 
移出 ,并 在 显微镜 下 检查 培养 四 。 在 细胞 的 顶端 可 见 到 纪 的 沉淀 。 放 回 培养 箱 继续 培养 。 

25. 如 果 细 胞 有 抗 性 , 则 进行 甘油 冲击 (第 14 一 20 步 江 注释 \11)]。 

26. 对 要 做 冲击 处 理 的 细胞 ; 移 去 培养 液 并 用 5ml PBS 洗 一 次 6 HA PBS, 加 1.2ml 
15 匈 配 在 1 x HBSP 中 的 甘油 溶液 ,37“C 培养 1 一 3 分 钟 。 
27. 移 去 甘油 (如 果 用 了 甘油 的 话 ), 用 Sml PBS 再 洗 一 次 。 移 去 PBS， 加 5ml 完全 
培养 液 。 

28. 在 温润 的 CO, 培养 箱 中 培养 36 一 48 小 时 [注释 (12)]。 

29. 如 果 需 要 选择 稳定 的 转 染 体 ,在 胰 和 蛋白酶 处 理 后 ,将 细胞 接种 于 选择 性 培养 液 中 。 

30. 36 一 48 小 时 后 收获 细胞 ,分析 RNA, DNA REAM, 以 了 解 转 染 体 的 表达 。 


注释 


(1) 本 方法 是 由 Shoshana Segal 博士 提供 的 。 
(2) 非 贴 壁 细 胞 例如 B 细胞 系 , 包 括 MPC 11、70z、1881 等 。 贴 壁 细胞 例如 工 细 胞 ,3T3、CV-1 
等 。 
(3) 在 正式 进行 DNA 转 染 前 检查 2 x HBSP 绥 冲 液 是 否 形成 沉淀 。 做 法 是 : 进行 本 方法 的 第 1 
HMB 2 步 ,但 不 加 DNA。 在 细胞 培养 室 中 培养 15 分 钟 后 ,应 出 现 一 种 不 透明 的 沉淀 。 
(4) 进行 甘油 敏感 实验 的 方法 是 : 
a. 向 话 跃 生长 的 细胞 中 加 配 在 1x HBSP 中 的 '15% 甘油 溶液 。 
5. 在 37%C 培养 不 同 的 时 间 , 直 到 3 分 钟 。 在 显微镜 下 检查 。 
c. 如 果 细 胞 在 培养 时 聚 堆 或 死亡 , 则 在 转 染 后 不 进行 甘油 冲击 。 
(5) 温和 的 混合 可 防止 降低 转 染 效率 的 大 沉淀 的 形成 。 
(6) 完全 培养 液 含 : 血清 、2mmol/L 谷 氨 酰胺 和 抗生素 。 所 加 血清 的 百分比 取决 于 细胞 系 。 
(7) CO, 水 平 应 为 5 一 796。， 
(8) 参见 注释 (6)。 
(9) 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 存在 于 胎 牛 血清 或 小 牛 血清 中 。 为 了 使 腊 蛋 白 酶 失 活 ， 可 加 与 所 用 的 胰 蛋 白 
酶 相同 体积 的 血清 。 ， 
(10) 参见 注释 (6)。 
(11) 参见 注释 (4)e 
(12) 参见 注释 (7)。 


参考 文献 
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18-2 DEAE- 右 旋 糖 醋 介 导 的 非 贴 壁 和 贴 壁 哺乳 
动物 细胞 的 转 桨 
提要 
将 克隆 化 基因 导 人 哺乳 动物 的 DEAE- 右 旋 糖 栈 方 法 [注释 (1)], 是 CaPO, 转化 方法 
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以 外 的 另 一 种 方法 。 已 观察 到 这 是 一 种 对 研究 转 染 基因 的 短暂 表达 较 好 的 方法 同时 ,对 
某 些 细胞 系 来 说 , 它 比 CaPO, 工作 得 更 好 ,而 且 易 于 操作 。 但 是 也 有 些 细胞 用 CaPo 产 
生 的 结果 较 好 。 

本 方法 对 非 贴 壁 细 胞 与 贴 壁 细 胞 是 不 同 的 [注释 (2)]s 


实验 所 需 时 间 
2 个 小 时 


试剂 
-二 乙 氮 乙 基 右 旋 糖 醋 ,DEAE 
1 mol/L Tris, pH7.4 
被 转 染 细胞 的 培养 液 
转 染 细胞 用 的 质粒 .DNA 
转 染 用 的 哺乳 动物 细胞 [注释 (37] 


方法 
实验 准备 
加 0.125g DEAE 右 旋 糖 本 和 25 ml lmol/L Tris (pH 7.4) 到 500ml 无 血清 培养 


液 中 ， 配 制 含 250 wg/ml DEAE Ae ATA 50mmol/L Tris (pH 7.4) AAAI SFR 
37°C 振荡 30 分 钟 。 过 0.22w m 凑 膜 灭 菌 。 


非 贴 壁 细胞 的 转 数 


1. 在 15ml 圆 锥 形 灭 菌 管 中 ，500Xg 离心 5 分 钟 收集 细胞 〈 每 次 转化 用 1 X 10’ 细 
胞 )o 再 将 细胞 重新 悬 译 于 5ml “ahepige Coyne ake bee pe 轻 轻 混合 并 500xg 离心 3 
分 钟 。 倾 出 培养 液 。 

2. 再 悬浮 细胞 于 lm]l 含 DEAE 右 旋 糖 栈 的 培养 基 中 (参见 “实验 准备 ”); 并 向 这 些 细 
胞 中 加 入 10 一 25wg 质粒 DNA, 

3.37C 培养 小时。 每 15 分 钟 用 移 液 管 吹 吸 混 合 一 次 。 

4. 加 9ml 培养 液 ( 无 血清 、 谷 氨 酰 胺 或 抗生素 ) 以 洗涤 细胞 。 温 和 地 混合 500X g a 
心 5 分 钟 收 集 细 胞 。 奔 去 上 清 液 。 重 复 洗 涤 一 次 或 数 次 。 

5. 在 10ml 完全 培养 基 中 重新 悬 码 细胞 ( 含 血 清 .2mmol/L 谷 氨 酰 胺 和 抗生素 )。 KR 
种 到 10ml 组 织 培养 四 中 。 

6. 37°C 培养 44 一 48 小 时 。 

7. 收获 细胞 并 分 析 转 染 基 因 的 短暂 表达 。 

8. 必要 时 ,可 将 收获 的 细胞 接种 到 选择 性 培养 液 中 , 以 建立 稳定 的 转 染 克隆 。 


贴 壁 细 胞 的 转 米 
9. 转 染 前 16 一 20 小 时 , 以 每 下 1 x 10° 细胞 的 密度 将 细胞 接种 在 含 10ml 完全 培养 
液 的 10cm HFM, 37°C 培养 16 一 20 小 时 。 
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10. 以 10ml 无 血清 的 培养 基 取 代 培 养 液 洗 细 胞 2 次 。 

11. 加 5ml 含 10 一 25w8g 质粒 DNA 的 DEAE 右 旋 糖 本 培养 液 〈 参 见 “ 实 验 准 
备 )。 

12. & 37°C CO, 培养 箱 中 ,根据 细胞 系 的 情况 ,培养 1 一 3 小 时 。 

13. 用 10ml 无 血清 塔 养 液 洗 细胞 两 次 。 

14. 加 10ml 完全 培养 液 。 

15. 细胞 置 CO, 培养 箱 中 37°C 培养 48 小 时 。 

16. 如 需 检查 一 时 性 表达 , 则 将 细胞 收获 以 供 分 析 。 

17. 必要 时 ,将 细胞 换 置 在 选择 性 培养 液 中 以 得 到 稳定 的 转 染 体 。 


注释 


(1) 未 方法 由 Shoshana Segal 博 十 提供 。 
(2) 细胞 耐 受 DEAE 右 旋 糖 栈 培养 液 的 能 力 各 不 相同 。 有 些 细胞 在 这 类 培养 液 中 的 耐 受 力 不 超 
过 1 个 小 时 。 因此 需 测试 每 种 细胞 株 对 DEAE 碳 旋 糖 本 的 耐 受 力 , 并 在 1 一 3 小 时 的 范围 内 对 培养 时 
河 做 适当 的 调节 。 
1 (3) 在 培养 中 有 分 化 倾向 的 细胞 (如 FO BAGH) WMA DEAE 右 旋 糖 栈 诱 导 的 分 化 。 


参考 文献 
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18-3 Re HERA) 

RE 

本 节 介 绍 一 种 稳定 地 将 线性 的 质粒 导 人 培养 的 哺乳 动物 细胞 基因 组 的 方法 。 将 哺乳 
动物 细胞 和 线性 DNA 置 于 排列 有 金属 条 的 小 池 中 , 向 此 小 池 中 引 人 和 人 高 压 脉 冲 使 细胞 可 
被 DNA 穿 透 ,并 获取 外 部 的 DNA。 吸 收 进来 的 DNA 中 的 一 部 分 整合 人 基因 组 ,形成 
稳定 的 转化 体 。 如 果 引 入 的 质粒 含有 可 供 选 择 的 标志 ， 则 稳定 的 整合 体 可 因 其 在 选择 性 
培养 液 中 的 生长 而 得 到 鉴定 。 本 方法 主要 用 于 产生 稳定 的 转化 体 。 转 化 效率 基于 所 用 的 
细胞 系 , 而 处 于 10 一 一 10” 转化 体 / 细 胞 的 范围 内 。 
实验 所 需 时 间 

1 小 时 


特殊 装置 


电 融 合 装置 (电击 室 )[ 注 释 (1)] 
ISCO 电源 model 494 [注释 (27)] 或 Prototype Design Servies 的 电 融 合 装置 


试剂 
磷酸 盐 缓冲 生理 盐水 〈PBS) 
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由 细胞 系 决定 的 细胞 培养 祖 
方法 

实验 准备 

用 限制 性 内 切 酶 消化 (5-4)， 使 质粒 DNA 线性 化 。 确保 质粒 的 结构 在 感 兴趣 的 基 
因 区 或 选择 性 标志 区 未 被 切断 。 


细胞 的 准备 


1. 收获 处 于 中 一 后 对 数 生长 期 的 哺乳 动物 细胞 。 每 次 转 染 用 500 万 个 细胞 [注释 (37]e 

2.700X8 离心 5 分 钟 浓 缩 细 胞 。 

3. 移 去 培养 液 ,4%C 下 在 5ml PBS HERBY Al. 

4. 再 离心 一 次 。 将 细胞 以 10 细胞 /ml MRE BMA Tus PBS Ho seen 
转 到 置 在 冰 上 的 电击 室 中 。 

5 加 大 线性 化 DNA(1 一 10xg)， 在 尽 可 能 小 的 体积 中 人 5xl WE) [注重 (4)1, & 
20-1 中 的 方法 进行 抽 提 ,沉淀 放 5 分 钟 。 

6. 将 电源 连 到 电击 室 上 [注释 (5),〈6)]。 设 电压 极限 为 2 000V， sn YERRIRON 0.9m A. 
将 瓦特 数 和 电流 转盘 调 至 5% 。 sa ls 

7. 接合 安全 开关 ,电源 经 电击 室 放电 。 放 电 后 ,电源 上 的 电压 表 将 接近 于 零 。 在 电压 
接近 零 以 前 ,不 得 触及 引线 。 POULT be hls: 

8. SRAREKELKIO 分 钟 。 在 无 菌 条 件 下 转移 细胞 到 培养 板 或 三 角 烧 瓶 中 ， 
4sC 下 加 10ml 培养 基 。 

9. 让 未 进行 选择 的 细胞 生长 48 小 时 (用 对 所 用 细胞 合适 的 培养 液 和 条 件 )e 

10. 在 含有 合适 的 选择 性 培养 液 中 选择 转化 体 (DNA 参 人 的 细胞 ), 选 择 标志 的 水 平 要 

足以 杀 死 非 转 化 细胞 。 例 如 ,在 线性 化 的 质粒 中 参 人 新 霉 素 基因 ， 细 胞 就 用 Si oa 4) 
进行 选择 。 


注释 

(1) 本 文 介绍 的 电击 室 是 自制 的 。 在 塑料 池 的 两 端 嵌 入 Imm 厚 的 铝 第 电极 。 在 电路 中 接 入 一 个 
可 用 于 高 压 并 合适 地 屏蔽 着 的 高 压 放电 开关 。 用 前 以 709% 乙醇 预先 将 池 灭 菌 。 现 在 已 有 一 种 与 此 类 似 
役 计 的 商品 ,Smithies 等 《 见 参考 文献 ) 报 告 这 种 装置 能 产生 可 重复 的 结果 。 这 种 装置 可 由 Prototype 
Design Services (P. O. Box 55355, Madison WI 53705) 买 到 。 

(2) 本 方法 中 所 用 的 装置 参考 ISCO 电源 。 用 其 它 电源 也 是 可 以 的 ， ABORT GSH He 其 
中 一 种 代用 品 可 参见 Smithies 等 的 报道 。 

(3) 在 操作 中 仅 用 无 菌 的 试管 与 缓冲 液 。 戴 手 套 以 避免 污染 。 本 方法 主要 用 本 3 淋巴 细胞 ， 但 也 
成 功 地 用 于 其 它 细胞 。 电 振荡 脉冲 的 参数 可 因 不 同 的 细胞 系 而 改变 。 

(4) DNA 应 为 ?ng/ 由 。 一 般 说 ， 可 从 含 一 个 哺乳 动物 可 选择 标志 基因 (如 新 上 素 ; 18-4) 的 pBR 
质粒 结构 得 到 。 

(5) 在 充电 与 放电 时 需 非 常 小 心地 操作 电源 及 电击 室 。 

(6) 参见 注释 (12) 和 (2)。 
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18-4 选择 转化 的 哺乳 动物 细胞 :G418 法 
提要 


本 方法 应 用 一 个 显 性 的 选择 标志 ,以 显示 转化 的 外 源 _DNA 稳定 的 整合 , 标志 是 提 
供 G418 抗 性 的 3 磷酸 转移 酶 基因 。 当 克隆 化 DNA 经 转 染 技术 ， 引 人 到 克隆 细胞 时 ， 
如 用 CaPO,,DEAE 右 旋 糖 本 和 电 融 合法 (18-1 一 18-3), 仅 一 小 部 分 细胞 将 外 源 性 DNA 
稳定 地 整合 到 基因 组 中 。 为 了 找 出 这 些 稳定 的 整合 物 , 在 转化 的 外 源 性 DNA 中 带 有 显 
性 的 基因 标志 并 在 这 些 细胞 的 基因 表 型 中 产生 一 个 可 供 选 择 的 变化 是 有 用 的 。 已 弄 清 了 
一 些 可 供 选 择 标志 的 特征 并 成 功 地 用 于 此 目的 。 这 包括 TK- 细胞 中 的 胸腺 喀 啶 激酶 基 
因 和 二 氢 叶 酸 还 原 酶 基因 ,后 者 提供 对 抗菌 性 的 氨 甲 喉 叭 的 抗 性 ”还 可 应 用 的 是 黄 味 叭 ~ 
鸟 叮 叭 磷酸 核糖 转移 酶 基因 , 它 使 黄 味 叭 在 味 叭 补救 途径 中 做 底 物 ,在 一 种 含 合适 的 毒 酚 
酸 的 培养 液 中 其 功能 是 作为 一 个 显 性 的 可 供 选 择 的 标志 。 

本 节 介绍 另 一 种 DNA 转 染 哺 乳 动物 细胞 的 显 性 选择 标志 。- 选择 的 机 制 是 基于 细 
胞 对 氨基 糖苷 类 抗菌 剂 G 418 的 敏感 性 。 此 种 抗菌 作用 影响 80S 核糖 核 蛋 白 体 的 功能 
和 蛋白质 的 生物 合成 。 细 菌 的 由 转 座 子 Ths 编码 的 碳酸 转移 酶 APH(3') DCneo) 可 使 
G418 失 活 。 当 此 基因 的 编码 顺序 排列 在 哺乳 动物 转录 单位 中 ;可 出 现 有 效 的 表达 ， 因 此 
当 它 在 转 染 后 稳定 地 整合 到 基因 组 中 以 后 ， 此 融合 的 基因 提供 对 G418 的 抗 性 。 如 果 此 
标志 基因 与 其 它 欲 在 转化 细胞 中 稳定 整合 的 基因 连锁 或 共同 整合 ， 则 对 C418 抗 性 的 先 
择 也 将 同时 选择 出 选 定 基因 的 稳定 整合 和 表达 。 

这 个 选择 系统 的 某 些 特征 对 有 效 的 应 用 是 重要 的 。 哺 乳 动物 细胞 对 环境 培养 基 中 
G418 Ay Ke REY REE RA, 其 范围 从 100ug/ml 到 1lmg/ml。 选择 所 需要 的 
G418 的 量 对 每 种 细胞 系 必须 分 别 测定 。 测定 合适 水 平 的 一 种 简单 方法 是 将 细胞 在 多 和 孔 
板 上 生长 ， 每 孔 中 培养 基 的 G418 的 浓度 在 某 一 范围 内 变动 。 选 择 时 G418 的 合适 量 为 
在 10 一 14 天 里 能 杀 死 哺乳 动物 细胞 的 最 低 浓度 。 因 为 氨基 糖 酥 主要 作用 于 分 裂 细胞 ,在 
G418 选择 中 分 裂 愈 快 的 细胞 愈 易 被 杀 死 。 

一 个 非常 方便 的 能 在 大 多 数 哺乳 动物 细胞 中 表达 的 新 霉 素 基因 的 来 源 是 质粒 pSV 
2-neo, 这 是 由 Sorthern 和 Berg 构建 的 (参见 参考 文献 )[ 注 释 (1)]e 在 这 种 质粒 中 ,来 自 
Tn5 的 1.4kb 的 新 霉 素 编码 顺序 是 夹 在 猿 猴 病 毒 44 (SV 40) 前 区 启动 子 和 SV40 小 t 
抗原 绞 接 和 多 聚 腺 昔 酸 化 区 之 间 。 一 个 融合 mRNA( 大 约 2kb) 被 转录 , 它 起 源 于 SV40 
启动 子 并 被 SV40 绞 接 和 多 聚 腺 昔 酸 化 区 的 定位 在 新 霉 素 编码 区 3' 端的 信号 所 稳定 。 对 一 


* Hunt Potter 博士 提供 用 于 本 方法 中 的 技术 信息 。 
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种 欲 能 在 哺乳 动物 细胞 宿主 中 表达 的 克隆 化 基因 稳定 的 整合 ,可 通过 使 有 关 的 DNA 与 
pSV2-neo 质粒 在 各 个 可 利用 的 位 点 等 价 相连 而 实现 。 另 一 方法 是 ， 被 研究 的 基因 可 存 
在 于 另 一 质粒 中 与 pPSV2-neo 质粒 一 起 转化 。 经 常 能 实现 两 种 质粒 的 整合 , 使 得 可 以 在 
含 G418 的 培养 基 中 进行 选择 。 对 CV-1 和 HeLa 细胞 经 CaPO, 沉淀 〈10ug DNA/ 
5 X 10° 细胞) 的 转化 效率 为 每 10 一 10: 细胞 一 个 转化 体 的 水 平 。 效率 将 因 真 核 宿 主 细胞 
的 不 同 而 不 同 , 不 同 的 转化 技术 在 不 同 的 细胞 系 会 有 或 高 或 低 的 效率 ,可 和 赁 经 验 选用 合适 
的 系统 。 哺 乳 动物 细胞 中 自发 地 对 G418 的 抗 性 , 据 报 告 低 于 10“, 制 备 此 系统 对 多 种 细 
胞 都 是 实用 的 (参见 参考 文献 中 Sourthern 和 Berg HIE). 

同时 ，3 ”磷酸 转移 酶 基因 可 用 于 在 大 肠 杆菌 中 选择 G418- 抗 性 。 选择 所 需 的 G418 
或 卡 那 霉 素 的 水 平 通常 都 低 于 真 核 细胞 中 所 用 的 水 平 ,范围 为 5 一 20wg/ml。 这 种 选择 在 
为 了 以 后 真 核 细 胞 转化 而 构建 含有 neo 基因 的 质粒 时 ,证 实 是 有 用 的 。 


注释 
(1) 一 种 含有 nee 选择 基因 的 构建 质粒 可 从 Pharmacia 公司 购 得 。 


参考 文献 


Collbere-Gorapin, F., Horodniceanu, F., Kowilsky, P., and Garapin, A., J. Mol. Biol., 150: 1,1981. 
Jimenez, A., and Davies, J., Nature 287: 869, 1980. 
Southern, P. J.,and Berg, P., J. Mol. Appl. Gen., 1: 327, 1982. 


18-5 ABR CREB (CAT) 试验 


提要 


本 方法 [注释 (1)] 主 要 用 于 鉴定 潜在 的 真 核 细 胞 调节 基因 ,如 启动 子 和 增强 子 。 被 测 
试 的 成 分 融合 在 重组 DNA 质粒 中 的 细菌 CAT 基因 编码 区 -此 质粒 用 CaPO' 或 DEAE 
右 旋 糖 本 法 转 染 到 哺乳 动物 细胞 ，CAT 酶 活性 的 水 平 用 放射 性 酶 产物 的 放射 自 显影 法 
来 检验 。 因 此 , 当 转 染 到 相应 的 真 核 细 胞 宿主 中 时 ， 一 个 在 感 兴趣 的 克隆 化 DNA 上 的 
活性 启动 子 或 增强 子 将 同样 激活 CAT 活性 。 


实验 所 需 时 间 


SLR: 2 小 时 
第 2 天 : 4 小 时 


特殊 装置 


放射 自 显影 装置 

裂解 细胞 用 的 超声 装置 

Eri 

Wee 2% H(t SpeedVac Concentrator By Savant) 
被 体 闪 烁 计数 器 


区 


。190 。 1a 


试剂 
磷酸 缓冲 生理 盐水 〈PBS) 
0.25mol/L Tris, pH7.8 
4C- 氧 霉 素 ,40 一 60mCi/mmol (NEN) 
4mmol/L 乙酰 辅酶 A (Sigma), #2 周 新 配 一 次 ,贮存 于 — 20° 
乙酸 乙 酯 [注释 (27] 
A 
甲醇 
薄 层 层 析 〈TLC) 板 或 片 


方法 
实验 准备 


通过 融合 含 CAT 的 质粒 与 被 测试 的 DNA 制备 质粒 载体 [注释 (3)]。 培 养 被 转 染 的 
真 核 细胞 [注释 (4)]o 准 备 TLC 和 缸 ,将 一 片 Whatman 33MM BAIA BA MEHL A, 加 200 
ml AG: 甲醇 (19:1) 溶 剂 以 平衡 仙 内 的 空气 。 因为 氯仿 挥发 性 很 强 ， 每 次 用 时 配制 新 
鲜 的 溶剂 系统 [注释 (5)]。 


细胞 的 转 娄 


1. 用 CaPO, 或 DEAE 右 旋 糖 栈 法 (18-1、18-2) 以 CAT 结构 (25—50ug 质粒 
DNA) 转 染 真 核 细 胞 ( 约 1 x 10’ 细胞 )[ 注 释 (6)]。 

2. 36—48 小 时 后 ,收获 细胞 并 用 PBS 洗 3 遍 

3. 将 细胞 重新 悬浮 于 100pl 0.25mol/L Tris (pH7.8) 中 。 

4. 用 超声 波 破 碎 细 胞 。 在 显微镜 下 检查 细胞 ,确证 它们 都 被 破碎 [注释 (7)]。 

5. 在 微型 离心 机 4°C 离心 5 分 钟 , 移 去 细胞 碎片 。 

6. 将 上 清 液 转 人 新 的 微型 离心 管 中 。 60° 保温 10 分 钟 以 使 内 源 性 乙酰 基 转 移 酶 失 
活 。 

7. 在 微型 离心 机 中 4%c 离心 5 分 钟 。 将 上 清流 转 人 新 的 微型 离心 管 中 。 现 在 上 清 湾 
已 准备 好 进行 CAT 试验 。 


CAT 试验 


8. 在 一 个 新 的 微型 离心 管 中 混 合 下 列 试剂 
25wl 来 自 第 7 步 的 细胞 抽 提 液 
5ul 4mmol/L 乙酰 辅酶 A 
18] H,O 
1wl “C-ABR 

”9.37% 保温 1 小 时 
10. 加 400u] 乙酸 乙 酯 。 充 分 进行 旋涡 振荡 。 在 微型 离心 机 中 离心 1 分 钟 。 将 上 层 
有 机 相 移 人 一 新 管 中 。 


91"e 


11. 置 旋转 燕 发 器 中 对 样品 进行 真空 干燥 。 

12. 将 样品 重新 悬浮 于 2541 乙酸 乙 酯 中 。 

13. 将 样品 点 在 TLC RCRA) LO ANA lel “C- 氧 霉 素 作为 参 比 。 

14. 将 TLC 板 或 片 放 在 已 用 200ml 氯仿 /甲醇 (19:1) 平 衡 的 层 析 拭 中 进行 层 析 ,至 
FHA. 

15. BAF RIE X RIES 

16. 冲洗 胶片 。 活 性 CAT HAE “C-ABABAANHHAHAS —-TORAS 
素 的 点 。 乙 酰 毛 霉 素 与 氧 霉 素 点 的 相对 强度 将 相应 于 CAT 活性 。 相 应 于 乙酰 化 或 未 乙 
酰 化 的 ”C- 氧 霉 素 可 由 TLC 板 或 片上 切 下 ,经 液体 闪烁 计数 ,以 定量 CAT 的 活性 。 


注释 


(1) 本 方法 由 9hoshana Segal 博士 提供 。 

(2). 乙酸 乙 酯 能 溶解 很 多 种 塑料 。 用 玻璃 吸管 吸取 乙酸 乙 酯 ,并 在 通风 橱 中 操作 。 

《3 六 被 检查 的 启动 子 / 增 强 子 的 顺序 典型 地 是 与 定位 在 合适 的 质粒 城 体 上 (如 pSVP-CAT 或 
?SV2-CAT: 见 参考 文献 ) 的 CAT 编码 区 连接 ;含有 CAT 基因 衍生 物 的 :PBR322 质粒 可 由 Pharmacia 
公司 购 得 。 | skeet 

(4) 在 这 里 介绍 的 方法 用 于 来 自 CV-1, 373, HeLa 和 中 国 地 鼠 卵 菜 细 胞 (CHO) 的 提取 物 ( 大 
约 来 自 107 细胞 7 的 方法 已 被 标准 化 。 可 根据 被 分 析 细 胞 的 数目 :将 操作 程序 放大 或 缩小 

G) 层 析 在 通风 橱 中 进行 。 bbe 

(6) 对 于 CAT 试验 来 说 ，CaPO， 转 染 通常 比 DEAE 右 旋 糖 栈 法 好 用 。 但 某 些 细胞 系 似乎 对 这 
两 种 方法 中 的 某 一 种 更 为 有 效 。 be, 

《7) 用 小 的 超声 探头 粉碎 细胞 。 被 粉碎 细胞 的 量 可 用 人 台 了 盼 蓝 排斥 法 测定 。 


参考 文献 


Gorman, G. M., Moffat, L.F., and Howard, B.H., Mol. Cell. Biol. 2: 1044, 1982. 
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19-1 体外 翻译 和 免疫 沈 演 
提要 


为 研究 者 提供 了 由 部 分 纯化 的 mRNA 鉴定 可 能 的 翻译 产物 的 方法 。 它 将 RNA 番 
译 成 蛋白 质 ,并 随后 用 抗体 沉淀 和 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 的 方法 进行 分 析 。 


实验 所 需 时 间 


第 一 天 : 1 一 2 小 时 
BIA: a3 小 时 


特殊 的 设备 


闪烁 计数 器 
垂直 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳装 置 


试剂 


网 织 红 细胞 体系 (Amersham Kit N. 90)[ 注 释 (1 7)] 
s5S- 甲 硫 氮 酸 , 高 比 放 射 性 ;800 Ci/mmol(NEN, Amersham) 
10% 三 氧 酷 酸 
乙醇 
蛋白 A-Sepharose (P-L) 
正常 家 免 血 清 
免疫 沉淀 缓冲 液 
10mmol/L 三 羟 甲 基 氮 基 甲 烷 (Tris), pH7.4 
0.5% aprotinin 
1% Non-idet P-40 (Sigma) 
2mmol/L 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA) 
0.15mol/L NaCl 
所 要 分 离 的 蛋白 质 的 抗 血清 
样品 缓冲 液 , 即 19-2 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 的 样品 缓冲 液 ,使 用 时 稀释 成 1X 溶 液 


方法 


1. 取 11-1 中 的 RNA(10ug/2pD) 或 11-3 中 的 聚 ARNA(2pg/12x1) 置 于 1.5ml 的 
WE BH, 65°C 水 浴 2 分 钟 ,使 RNA 样品 变性 。 
2. 按 网 织 红细胞 体系 试剂 盒 说 明 书 的 要 求 , 应 包括 空白 管 ( 不 含 RNA)、 阳 性 对 照管 


ye 


r 


2 .用 非特 性 异 抗体 免疫 沉 演 


或 者 


3. 直接 凝 脉 胶 分 析 | 3. 加 入 在 “小 珠子 "上 的 


HAA 并 离心 
\ 


gs 


HERS EA DRE ， 
4. 转移 上 清 液 到 新 管子 中 


5. 加 特异 抗体 
10. 向 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 点 样 (\ 
11. 电泳 并 固定 


12. 加 Enhance@， 和 干 胶 ， 放 射 自 显影 
分 子 量 标准 


{ 6. 加 入 在 "小 珠子 "上 的 
KAA FR 


8. 洗 脱 "小 珠子 ” 
“上 的 特异 蛋白 , 


a 


图 19.1 RNA 体外 翻译 成 放射 性 标记 的 蛋白 质 。 这 个 产物 能 用 免疫 沉淀 法 选择 出 ( 右 半 部 7) 或 直 
接 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 进行 分 子 量 分 析 。 图 中 “小 珠子 ?是 惰性 载体 ?例如 Sepharose 小 珠 。 


( 含 球 蛋白 RNA) 和 样品 管 。 

3. 加 入 试剂 盒 中 的 网 织 红 细胞 体系 20xl 和 535- 甲 硫 氨 酸 5wl。 做 短暂 的 离心 。 

4. 35°C 保温 1 小 时 [注释 (2)]。 

5. 为 了 测定 翻译 的 效率 ,在 小 滤纸 片上 点 20ul 样品 , 并 将 空白 和 阳性 对 照 点 在 另外 
的 滤纸 片上 。 剩 余 的 样品 置 于 一 20 *c 冰冻 保存 。 


。194。 


6. 滤纸 片 浸 泡 在 10% 的 三 氧 栈 酸 中 重新 加 温 到 65°C, 并 保持 5 分 钟 , 然 后 用 新 鲜 的 
三 氯 醋酸 再 良 泡 一 次 。 

7. 用 无 水 乙醇 洗 滤 纸 片 ,然后 在 闪烁 计数 器 中 计数 。 若 翻译 发 生 , 则 样品 的 计数 至 少 
是 空白 对 照 的 3 倍 , 这 样 即 可 进行 下 一 步 48) 操 作 , 反 之 ， 则 应 测定 阳性 对 照 ( 它 约 是 空白 
对 照 的 7 倍 )o 若 试剂 盒 中 的 阳性 对 照 有 放射 性 参 人 而 RNA 样品 没有 ， 则 可 能 是 此 
RNA 样品 不 合适 。 若 是 阳性 对 照 也 没有 参 人 , 则 是 试剂 盒 失 效 了 。 

8. 翻译 产物 蛋白 质 可 被 用 于 以 下 2 种 方法 之 一 。 方 法 之 一 是 用 已 知 的 鉴定 用 抗 血 清 
作 免 疫 沉 淀 , 〈 见 第 9 步 )。 方 法 之 二 是 总 的 翻译 产物 可 直接 进行 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 并 
作 放 射 良 显影 分 析 (〈 见 19-2), 

ik Fe BDH 

9. 融化 第 5 步 中 冻 存 的 翻译 产物 ,加 600wl 免疫 沉淀 缓冲 液 , 分 成 2 Ht CEH 300u1) 
置 于 1.5ml 的 微量 塑料 离心 管 中 。 

10. 每 管 加 2ul 正常 家 免 血 清 [注释 (3)], 室 温 下 放置 10 分 钟 。 

11. 每 管 中 加 入 40pl BA A-Sepharose，4sC 下 轻 摇 30 分 钟 8 

12. 离心 1 分 钟 。 

13. 将 上 清 液 移 至 另 一 支 新 的 管子 中 , 弃 去 旧 管 子 及 沉淀 物 。 

14. 向 其 中 的 一 管 中 加 和 241 正常 家 兔 血清 ， 另 一 管 中 加 入 2ul 合宜 稀释 度 的 特异 
性 抗 血 清 [注释 (4)]。4sC 过 夜 。 

15. 向 2 个 管 中 分 别 加 入 804l 的 蛋白 A-Sepharose,4°C 下 轻 摇 30 分 钟 。 此 时 轻 摇 

是 很 重要 的 。. 

16. 离心 1 分 钟 。 弃 去 土 清 液 。 

17. SHEA 300wl 免疫 沉淀 缓冲 液 洗涤 。 轻 轻 振 摇 。 离 心 1 分 钟 弃 去 上 清 液 。 
重复 此 步 操作 3 次 以 上 。 

18. AIS HI PMA 404] 样品 缓冲 液 , 置 沸水 浴 中 2 分 钟 。 

19. 离心 5 分 钟 ,将 此 上 清 沪 点 样 到 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 上 进行 电泳 〈 见 19-2)。 

20: 为 提高 放射 自 显 影 的 效率 ， 可 按照 制造 厂 提供 的 说 明 将 凝 胶 在 Enhance 中 放置 
30 分 钟 。 

21. 将 凝 胶 干 燥 , 并 进行 放射 自 显影 的 曝光 。 

22. 冲洗 胶片 。 必 要 时 需 调 整 曝光 时 间 , 并 再 进行 曝光 。 


注释 


(1) 还 有 其 它 翻 译 方法 ,例如 万 胚 翻 译 盒 。 此 系统 适用 于 小 的 蛋白 质 ( 约 20 000 道 尔 顿 以 内 )e 

(2) 1 小 时 是 常用 的 时 间 , 最 适宜 的 时 间 可 根据 RNA 的 特性 和 翻译 材料 的 不 同 而 定 。 

(3) 其 通常 的 来 源 是 该 家 免 免疫 前 的 血 , 也 可 购买 正常 的 家 免 血 清 。 

(4) 稀释 度 根 据 经 验 而 定 。 这 是 指 能 有 效 地 沉淀 蛋白 质 的 最 大 稀释 度 。 如 果 滴 度 无 资料 可 人 参考 , 则 
以 多 种 稀释 度 测 出 进一步 使 用 的 最 佳 浓度 。 


参考 文献 
Persson, H., Hennighausen, L., Taub, R., DeGrado, W.. and Leder, P., Science 225: 287, 1984. 
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19-2 聚 丙 燃 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 蛋白 质 


提要 


将 免疫 沉淀 所 得 到 的 蛋白 质 混合 物 , 按 其 分 子 量 进行 分 离 ,' 对 了 解 整个 蛋白 质 混合 物 
的 组 成 或 评价 某 种 蛋白 质 的 纯度 经 常 是 有 用 的 。 本 方法 介绍 在 电场 的 作用 下 使 蛋白 质 通 
过 丙烯 酰胺 介质 而 分 离 的 技术 。 不 同 蛋白 质 的 电荷 效应 由 于 它们 都 相同 地 与 -SDS ,结合 
而 减 到 最 小 ,从 而 使 分 离 主 要 取决 于 蛋白 质 的 大 小 (分 子 量 )c 


实验 所 需 时 间 
1 天 


特殊 装置 


BARBRA KR. BASSE ED 
凝 胶 干 燥 器 
试剂 
丙烯 酰胺 : 双 丙 烯 酰胺 (29:1),， 配制 成 一 个 未 聚合 的 30% (w/v) WKAR. Alt 
酰胺 是 一 种 神经 毒 , 操作 时 要 极 小 心 
混合 的 离子 树脂 :AG501-X18(〈 例 如 Biorad) 分 子 量 标准 (高 和 低 的 两 组 多 例如 Bio- 
rad) 过 硫酸 贸 ,'100mg/ml, 用 前 1 一 2 天 配制 。 四 甲 基 二 乙 胺 〈TEMED) : 
10% 甘油 ,300ml 
4X 胶 缓冲 沪 
Tris 碱 16.95g〈1.5mol/ 工 ) 
加 水 至 90ml 
pH 调 至 8.8 (用 HCl 调 ) 
10% SDS 4ml 
加 水 至 100ml 


10X 电 极 缓冲 液 
Tris 碱 30.25g (0.25mol/L) 
甘氨酸 :144g 
加 水 至 850ml 
检查 pH, 应 为 8.3 
10% SDS 100ml 
加 水 至 1 000ml 


2X 成 层 胶 缓 冲 液 
Tris i 3g (0.25mol/L) 
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加 水 至 90mi 

pH6.8〔〈 用 HCl ii) 

10% SDS2ml (0.2%) 

用 水 将 体积 补足 到 100m! 
2X 样品 缓冲 液 

水 4ml 

Tris 碱 0.15g (0.125mol/L) 

用 HCl jf pH 至 6.8 

10% SDS 4ml 

甘油 1 ml 

TRAD IK 20mg(0.02 %) 

6-H CH 0.4m1(4% ) 
用 水 将 体积 补足 到 10ml 
小 胶 的 漂洗 液 ( 每 块 胶 需 要 600m]) 

50% 甲醇 

10% 醋酸 

40% 7k 1 
考 马 斯 亮 蓝 R (Sigma) 


方法 
-实验 准备 


30% 的 丙烯 酰胺 : 双 丙 烯 酰胺 (29:1) 溶 液 1000ml 中 加 入 20g 混合 离子 交换 树脂 
去 离子 ， 轻 轻 振 摇 ,， 然后 用 Whatman edgar ta PELE AM PM 溶液 置 于 密 
闭 的 瓶子 中 4°C 保存 。 

准备 蛋白 凝 胶 电泳 的 玻 板 。 依 次 用 水 10 多 SDS、 水 、 乙 醇和 水 冲洗 。 空 气 干燥 已 洗 
PHILA 


Be Hi) BEAK 


1. ESF AY 30% 丙烯 酰胺 / 双 丙 烯 酰胺 溶液 23ml 和 4 x BER MK 15ml, 10041 过 
硫酸 铁 溶 液 混 合 。 用 水 将 体积 补足 到 60mlo 此 胶 的 浓度 将 为 12.5 狗 ; 丙烯 酰胺 的 浓度 可 
根据 蛋白 质 的 大 小 而 改变 [注释 (1)]。 

2. 固定 两 块 玻璃 板 ， 它 们 之 间 用 稍微 涂 有 油脂 的 垫 片 分 开 。 不 同 的 凝 肪 系统 可 能 有 
小 的 变化 ,参照 制造 厂 提 供 的 说 明 书 。 

3. 加 入 TEMED 30wl 催化 聚合 反应 。 将 60ml 的 胶 溶 湾 注 人 到 已 准备 好 的 板 中 ， 
在 胶 的 顶部 加 几 毫 升 2X 成 层 胶 缓冲 流 ,使 丙烯 酰胺 聚合 时 形成 平滑 的 表面 [注释 \27]。 

4.1 小 时 后 , 倒 出 上 层 没 有 聚合 的 液体 。 配制 顶端 成 层 胶 。 将 30% 丙烯 醚 胺 / 双 丙 烯 
杉 胺 (29:1) 溶 液 1ml\ 水 4ml\2 X 成 层 胶 缓 冲 液 5ml、 过 硫酸 贸 咨 液 10a1 和 5 ul TEMED 

合 。 将 足够 的 成 层 胶 液 注 满 胶 上 的 3cm 处 。 钳 人 样品 神 成 型 梳 , 让 成 层 胶 聚合 。 加 上 
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成 层 胶 可 以 使 谱 带 变 窑 和 提高 分 辩 。 

5. 将 胶 因 定 在 电泳 醒 中 。 加 入 约 500ml 1 x 电极 缓 六 小 至 上 下 模 中 ,并 检查 有 无 
体 漏出 [注释 (3)]。 

6. 用 吸管 来 回 吸 每 个 样品 槽 中 的 电极 缓冲 液 ,以 清洁 样品 槽 。 

7. 10wl 样品 (1 一 100ug BAER) VERS lel 2 X 样品 缓冲 液 混合 。95%c 加 
热 3 分 钟 ,随后 将 样品 加 到 凝 胶 上 。 在 1 一 2 行 中 加 分 子 量 标准 。 

8. 电泳 进行 到 蓝 色 染 料 前 沿 刚刚 走出 胶 时 为 止 。 典型 的 电泳 条 件 是 100V ft EE, 
这 将 使 电泳 进行 4 一 6 小 时 。 电 泳 的 时 间 和 电压 可 依 设备 和 凝 胶 的 厚度 而 定 。 

9. 凝 胶 可 以 用 银 染 色 ( 见 1 9-4) 或 考 马 斯 亮 蓝 染 色 ( 灵 敏 度 低 ， 但 简易 ) [注释 (5)]。 
如 果 凝 胶 中 有 放射 活性 的 氨基 酸 ， 就 可 以 进行 放射 自 显影 GR 10 一 14， 可 染色 也 可 
不 染色 )。 


准备 放射 自 显 影 的 凝 胶 


10. 从 板 中 移出 凝 胶 。 为 了 定 方 向 在 胶 隐 右 下 角 切 下 一 小 所 做 为 标记 。 把 胶 放 在 容 
器 中 。 加 入 300ml 漂洗 液 。 放 置 并 定时 振 播 1 小 时 。 

11. 弃 去 液体 ,然后 加 入 300ml 新 鲜 的 漂洗 液 。 至 少 放置 2 小 时 。 

12. 弃 去 漂洗 液 [注释 (6)]。 加 入 10% 的 甘油 300ml。 放 置 1 一 2 小 时 。 

13. 弃 去 甘油 溶液 。 将 凝 胶 放 在 干 胶 器 中 , 80°C 下 真空 干燥 1 一 2 Nt SHAG 
继续 保持 真空 30 分 钟 [注释 (7)]。 注 意 在 胶 干 燥 之 前 不 得 破坏 真空 ,否则 咳 会 破碎 。 

14. 如 果 样 品 有 放射 性 ， 则 对 和 X 线 片 (XAR-5) 曝光 1 一 3 天 。 对 于 部 标记 的 样品 
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要 使 用 屏蔽 并 放 在 — 70°C 中 , 制 片 [注释 (8)]。 


注释 

(1) 12.5% 的 胶 浓度 是 一 个 适宜 的 起 点 ,因为 它 对 分 子 量 在 50 000 道 尔 顿 范 围 内 的 蛋白 质 是 有 效 
的 。16% (32ml 的 30% 丙烯 酰胺 ) 对 于 10 000 一 30 000 道 尔 顿 是 合适 的 ;而 8%(30% 丙烯 酰胺 / 双 丙 
烯 酰胺 16m1) 可 用 于 分 子 量 80 000 道 尔 顿 的 蛋白 质 。 其 它 组 分 和 体积 仍 保持 一 样 。 为 了 对 一 个 广 范 
围 的 蛋白 质 大 小 取得 最 佳 的 分 离 ， 可 以 用 8% 和 16% 两 种 浓度 的 丙烯 酰胺 溶液 利用 梯度 仪 做 一 个 从 
8% 到 16% 的 线性 梯度 胶 ， 胶 液 以 3ml/min 的 流速 通过 一 个 用 胶布 固定 的 毛细 管 灌 人 胶 板 中 ,从 底部 
BiH Wiese 20 分 钟 。 注 意 : 如 要 制备 梯度 胶 时 ,为 了 合适 地 灌 满 这 块 胶 , 每 种 胶 溶 液 仅 需 瑟 30m1《〈 原 
体积 的 1/2)。 丙烯 酰 胺 是 一 种 神经 毒 ; 操作 时 需 小 心 并 戴 手 套 。 同 样 也 不 要 吸入 粉末 状 的 丙烯 酰胺 。 

(2) 操作 样品 和 凝 胶 时 戴 手 套 可 防止 污染 。 如 果 样 品 有 放射 性 ,操作 试剂 \ 凝 胶 和 缓冲 液 时 也 要 如 
此 。 

(3) SDS 在 胶 缓冲 液 中 的 终 浓 度 是 0.19%0。 

(4) 样品 可 以 是 多 种 来 源 的 蛋白 质 的 水 溶液 。 

(S) 要 进行 考 马 斯 亮 蓝 染色 , 可 接着 进行 步骤 10 和 11, WAM 300m! 0.2% 考 马 斯 亮 蓝 的 栈 酸 / 
甲醇 /水 (10:50:40) 溶 液 。 保 温 4 小 时 或 更 长 的 时 间 。 重 复 步骤 10 和 11 三 次 并 不 时 进行 混合 ,对 胶 脱 
色 ( 褪 去 背景 的 颜色 而 谱 带 仍然 显 色 , 可 以 用 一 个 Hoefer 活性 炭 脱色 器 )。 最 后 的 漂洗 步骤 是 在 10% 
的 酷 酸 中 并 使 胶 膨 胀 ,接着 在 于 胶 前 浸泡 在 10% 甘油 溶液 中 。 

(6) 如 果 想 要 用 荧光 谱 来 增加 ?*H、'"C 或 ”S 的 放射 自 显影 的 敏感 性 ， 那么 可 以 使 用 购 自 NEN 
的 Enhance 或 Enlighten。 遵 循 产品 说 明 书 : 在 此 溶液 中 振 摇 30 分 钟 , 然 后 干 胶 。 

(7) 胶 王 燥 的 时 间 可 以 变化 , 视 凝 胶 的 厚度 和 真空 强度 而 定 。 

(8) 暴光 时 间 取 决 于 胶 中 存在 的 标记 蛋白 量 。 详 情 参 见 20-5。 


参考 文献 2 


Laemmli, U.- K., Nature 227: 680, 1970. 
Mahadik, S. P., Korenovsky, A., and Rapport, M. M., Anal. Biochem. 716: 615, 1976. 


19-3 蛋 自 质 印迹 法 


提要 

此 方法 可 使 研究 者 通过 用 特异 抗 血 清 结合 的 方法 鉴定 经 SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 
离 的 特定 蛋白 质 。 在 丙烯 酰胺 凝 胶 上 被 分 离 的 蛋白 质 被 转移 到 NC 滤 膜 上 并 用 抗 血清 培 
养 。 第 一 抗体 特异 地 与 其 抗原 决定 族 结合 ,而 这 个 结合 的 抗体 可 用 第 二 抗体 或 其 它 成 分 检 
测 , 像 [ I]-Protein A 或 生物 素 标记 的 羊 抗 IgGo 
实验 所 需 时 间 

电泳 转移 : 2 小 时 或 过 夜 

-杂交 和 显示 : 7 小 时 
特殊 装置 

电泳 转移 装置 [注释 (12) 队 例如 BioRad, Hoefer, E-C 装置 ) 
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Te oar 
试剂 
0.2% 氮 基 黑 染 料 AT 7% HB 
NGS (正常 羊 血 清 );56sc MH 60 分 钟 灭 活 ， 
通过 0.22um pew 
转移 缓冲 液 
Tris 碱 12g 
甘氨酸 57.65g 
水 4L 
在 Tris 和 甘氨酸 溶解 后 ,加 入 1L 甲醇 ， 
FA HCl if pH 2 8.3 
Fie C2, 2 Th ee Cs BS AT ve FA ) 
30% 甲醇 和 10% 醋酸 咨 于 水 
印迹 缓冲 液 
5% (w/v) Carnation 脱脂 奶粉 溶 于 PBS (也 称 BLOTTO 缓冲 液 ) 
磷酸 盐 缓冲 液 〈PBS) 
PBS-Tween 绥 冲 液 
0.05% Tween-20 AF PBS 
(2.5m120 % Tween-20 WF 1L PBS) 
第 一 抗体 : 为 对 感 兴趣 的 蛋白 质 制 备 的 抗 血清 ,这 可 以 是 单 克隆 或 多 克隆 抗体 
第 二 抗体 : : 
生物 素 标记 的 羊 抗 第 一 抗体 种 属 的 IgG (Vector Labs) [注释 (27] 
抗 生 物 素 蛋 白 - 辣 根 过 氧化 物 酶 CARP) 
(Vector Labs) 
底 物 
30% 过 氧化 氨 用 水 稀释 到 1%(1:30) 
颜色 指示 剂 贮 存 液 
4- 毛 -1- 蔡 酚 〈3mg/ml 水 ) 


方法 
实验 准备 
制备 蛋白 质 分 离 用 的 聚 丙 烯 酰胺 -SDS 凝 胶 ( 见 19-2)。 
得 到 针对 感 兴趣 的 蛋白 顺序 的 抗体 。 
& & Jil Op ie ie 
1. 育 丙烯 酰胺 凝 胶 中 的 蛋 日 质 电泳 转移 到 NC 滤 膜 上 。 
a 在 转移 缓冲 液 中 漂洗 凝 胶 和 滤 膜 。 在 光滑 的 平面 上 把 NC 滤 膜 紧 贴 凝 胶 。 为 在 
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SS Se 


胶 上 铺 平 滤 膜 ,用 5ml 玻璃 吸管 滚动 除去 所 有 的 气泡 。 


b. 用 一 张 3MM 的 滤纸 〈 用 转移 缓冲 液 预先 弄 混 ) 把 胶 /NC 滤 膜 包 上 形成 一 个 三 明 
治 。 保 持 湿 度 和 和 避免 气泡 。 

c. 按 制 造 厂 的 说 明 ， 把 纸 / 胶 / 滤 膜 / 纸 的 三 明治 放 在 电泳 转移 装置 中 。 凝 胶 面 问 负 
极 。 

d. 放 人 绥 冲 液 室 并 灌 人 缓冲 液 将 胶 覆 盖 。 

e. 按照 制造 厂 的 说 明 , 接 通电 源 并 进行 电泳 转移 [注释 (3)]。 

f. 转移 完成 后 ,从 槽 中 移 走 滤 膜 和 凝 胶 。 弃 去 凝 胶 。 

2. 将 滤 膜 在 氨基 黑 染 液 中 短暂 漂浮 ， 直 至 分 子 量 标准 显示 出 来 。 标 明 分 子 量 标准 的 
位 置 。 

3. 在 100ml 水 中 短暂 漂洗 NC 滤 膜 。 必要 时 可 用 脱色 液 。 

4. 滤 膜 在 印迹 缓冲 液 中 37°C 放置 1 小 时 。 

5. Si FE PBS-Tween 缓冲 液 中 漂洗 1 小 时 。 

6. 用 封口 机 将 滤 膜 封 在 塑料 袋 中 ,应 尽 可 能 地 使 其 密封 ,保持 小 的 内 体积 

7. 剪 开 袋 中 的 一 角 使 之 成 为 缓冲 液 的 注入 口 ,用 透析 夹 封 住 开口 处 。 


抗体 反应 
8. 混合 : 
10041 NGS 
抗体 (稀释 度 将 随 抗体 而 变化 )[ 注 释 (4) 一 (67)] 溶 于 10ml 印迹 缓冲 液 
加 到 有 滤纸 的 袋 中 ,室温 下 放置 2 小 时 (或 4%C 过 夜 ) 并 振 摇 [注释 (7)]。 
9. WR RAHA PBS-Tween 缓冲 液 75ml BH, 共 进 行 4 次 ,总 体积 300ml, = 
洗 30 分 钟 以 上 。 
10. 加 生物 素 标 记 的 羊 抗 免 IgG(404l WF 10ul 印迹 缓冲 液 和 100 ml NGS rh) 
袋 中 [注释 (8) 一 (10)]。 室 温 下 放置 1 小 时 并 振 摇 。 
11. BE, WAR 9 [注释 (117)]。 
12. 加 入 抗 生 物 素 蛋白 -HRP 404] WF 10ml 印迹 缓冲 液 和 100L NGS th), =i 
下 放置 30 分 钟 ,并 振 摇 。 
13. 漂洗 , ADR 9。 
14. 配 制 颜色 试剂 /基质 。 混 合 颜色 指示 剂 贮 存 液 3m1、PBS 9ml。 加 人 工 % 过 氧化 
所 150wlo。 立即 使 用 。 
15. 室温 下 振 摇 直至 显示 出 紫红 色 背景 开始 被 察觉 (1 一 10 分 钟 )。 
16. 转移 小 膜 到 另 一 个 装 有 水 的 容器 中 麻 洗 ,阻止 颜色 加 深 。 空 气 干燥 。 保 存 于 塑料 
Sith, Bi 


注释 


C1) 在 不 同 的 制造 厂家 中 ,转移 电泳 的 装置 和 操作 条 件 变 化 很 大 。 
(2) 有 许多 用 抗 血清 检测 特异 蛋白 质 的 方法 。 这 里 介绍 的 例子 如 下 : 
免 抗 体 十 羊 抗 免 -生物 素 二 抗 生 物 素 -HRPT+ 颜色 -过 氧化 物 
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这 能 代替 其 它 类 型 的 适当 的 生物 素 标记 的 第 二 抗体 。 另 外 的 方法 也 可 用 其 它 的 指示 系统 结合 
到 第 一 或 第 二 抗体 上 。 

(3) 典型 的 条 件 是 0.1A 电泳 16 小 时 ,或 0.7A 电泳 1 小 时 。 

《4) 见 注释 [2]。 

《5) 试验 多 种 稀释 度 以 便 从 经 验 上 确定 适宜 的 抗体 浓度 。 

C6) 对 照 血 清 或 未 经 免疫 的 血清 作为 空白 对 照 。 

C7) 所 有 步骤 中 的 振 摇 是 为 了 有 效 地 混合 (在 振荡 器 中 )。 

(8) 见 注释 (2)o 

(9) 见 注释 (5)。 

(10) FEA‘! 标记 的 第 二 抗体 或 蛋白 A 代替 生物 素 标记 的 第 二 抗体 。 

(11) 如 果 用 2I 标记 , 干 胶 后 对 开 线 片 曝光 ,不 必要 进行 第 12 步 操作 。 


参考 文献 


Johnson, D. A., Gautsch, J. W., Sportsman, J. R., and Elder, J. H., Gene Anal. Tech. 1: 3，1984。 
Towbin, H. H., Staehelin, T., and Gordon, J., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 4350, 1979. 


19-4 凝 胶 电 泳 的 蛋白 质 或 RNA 的 银 染 法 
提要 


本 节 介绍 了 一 个 灵敏 、 高 效 地 显示 聚 两 烯 酰胺 凝 胶 上 RNA 或 蛋白 质谱 带 的 方法 。 
介绍 两 种 方法 ， 使 用 试剂 盒 ( 例 如 BioRad 或 NEN) 或 一 种 比较 经 济 的 实验 室 方 法 。 


实验 所 需 时 间 
2 一 3.5 小 时 
”试剂 
试剂 盒 方法 
包括 有 氧化 剂 \ 银 染色 试剂 和 显 色 剂 的 银 染色 
试剂 盒 〈Biorad 或 NEN) 
40% 甲醇 


10% 乙醇 
5% 和 10% 的 乙酸 


ARIA HEH 


固定 剂 1: 50% 甲醇 和 7.5 色 CRRAIIA RK 
固定 剂 2: 5 多 甲醇 和 7.5 多 乙酸 的 溶 被 
固定 剂 3: 10 多 ROM 
显 色 剂 
0.05% 柠檬 酸 
每 毫升 0.05 % 柠檬 酸 溶液 中 加 和 Sul 37% 甲醛 
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染色 剂 : 配制 250ml 
0.09mol/L NaOH 53ml 
NH,OH (3) 3.5ml 
非常 缓慢 地 加 和 人 : AgNO, 溶液 (20g WF 100ml 水 中 )8ml; 边 加 边 摇 ,用 水 


补足 体积 至 250ml 
方法 
实验 准备 


对 于 RNA, 在 电泳 仪 上 进行 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 (1.0mm 厚 ) 电 泳 [注释 (1)]。 对 于 蛋白 
质 , 像 19-2 指出 的 那样 ;在 1.0 一 1.5mm 凝 胶 上 电泳 。 每 个 样品 槽 中 加 10 一 100ng 的 样品 。 
试剂 金 方法 (所 有 步骤 都 在 室温 下 振荡 完成 )[ 注 释 (27] 


1. 电 泳 完成 后 , 把 胶 放 在 盛 有 400ml 40% 甲醇 的 塑料 盘 中 。 按 下 表 中 列 出 的 时 间 、 
体积 和 溶液 更 换 盘 中 的 试剂 [注释 (37]: 


x 体 R 蛋白 质 RNA 
(ml) 染色 时 间 ( 分 钟 ) 染色 时 间 ( 分 钟 ) 

40% 甲醇 /1092 乙酸 400 60 30 
10% 乙醇 /556 乙酸 * 400 30 15 
10% 乙醇 /5950 乙酸 # 400 30 15 
氧化 剂 ( 盒 中 ) 200 10 5 

水 400 10 10 

再 用 水 2K 1 ® 
银 染 色 试 剂 ( 盒 中 ) 200 30 20 

水 400 2 10 
BAC a) 200 1 0.5 
BAR 200 5 5 

显 色 剂 200 5 5 
596 乙 酸 (终止 液 ) 4 


* 在 RNA 染色 的 前 三 步 中 不 用 乙酸 。 


2. 在 最 后 三 步 操作 中 谱 带 将 被 显 出 。 谱 带 显 出 的 时 间 可 能 不 同 ; 在 背景 变 成 比 谱 带 
深 之 前 加 入 终止 党。 终止 反应 后 , 凝 胶 在 400ml 水 中 漂洗 [注释 (4),(5)]。 此 时 可 对 凝 胶 
进行 拍照 或 用 于 其 它 分 析 。 凝 胶 可 以 保存 在 密闭 的 塑料 袋 中 。 

适合 于 蛋白 质 娄 色 的 实验 室 非 试剂 盒 方法 

3. 在 下 列 溶液 中 进行 凝 胶 染 色 : 


we R 体积 〈m1) 胶 厚 0.75mm 胶 厚 1.5mm 
时 间 

固定 剂 1 400 20 30 

固定 剂 2 400 20 30 

固定 剂 3 400 20 30 


用 大 量 体 积 的 水 漂洗 ?一 3 次 ?最 好 是 在 1 一 2? 工 的 水 中 过 夜 。 这 很 重要 。 
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溶液 f& FAC m1) 胶 厚 0.75mm 胶 厚 1.5mm 
时 间 

Re fh Fl 200 20 10 
仔细 观察 ?如果 胶 开 始 变 为 棕色 :立即 进行 下 一 步 操 作 。 
IKE 500 5 2 5 
显 色 剂 250 5 5 
约 15 分 钟 。 显 色 直 至 谱 带 可 见 * 如 要 组 慢 地 显 色 * 用 水 补足 体积 至 400m1le。 
HK BE 400 5 5 
重复 上 步 操 作 。 
在 大 量 水 (例如 2L) HE FE 2 小 时 以 上 的 时 间 内 换 水 2 次 [注释 (67)]。 
需要 时 可 照相 或 密封 在 塑料 袋 中 。 


注释 
GD 


RNA 胶 的 配制 ;除了 胶 中 不 用 SDS 和 用 1xTBE 做 电泳 缓冲 液 之 外 ,其 余 同 19-2。 胶 是 5% 


丙烯 酰胺 和 8mol/I RW 1X TBE 中 ， 如 16-9 所 叙 。 使 用 16-9 介绍 的 加 样 沪 。 电 压 400Y 进行 


电泳 。 
(2) 


PEFR AAO Sp AR A BZA ASIN TAA BE Fo 


(3) 除了 边缘 以 外 ,不 要 用 手 触摸 凝 胶 , 甚 至 旧 的 手套 也 会 将 手指 印 留 在 胶 上 。 当 换 溶液 时 用 一 个 
冰 拍 似 的 工具 将 胶 捞 出 。 


(4) 
(5) 
桨 一 次 : 


如 果 有 必要 进一步 昌 色 可 再 用 一 批 显 色 剂 。 
如 果 染 色 过 深 , 可 使 用 还 原 剂 守 色 ( 购 自 Kodak、Biorad、Farmers 等 )。 如 果 染 色 不 足 ? 再 试 
用 水 漂洗 并 由 染色 的 步 又 开始 。 


《6) 见 注释 (42 和 (5)。D-. Reed 为 非 试剂 盒 方法 提供 了 技术 资 类 。 


参考 文献 


Oakley, B. R., Kirsch, D. R., and Morris, N. R., Anal. Biochem. 105: 361, 1980. 
Merril, C. R., Goldman, D., and Van Keuren, M. L., Meth, Enzymol. 96: 230, 1983. 
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第 20 章 常规 方法 


20-1 DNA/RNA 4ute Fa pLiz< 


提要 
使 用 前 为 了 从 DNA 或 RNA 样品 中 除去 蛋白 质 和 污染 物 ， 用 SS- 葵 酚 /氯仿 抽 提 
蛋白 质 , 然后 用 乙醇 沉淀 。 这 个 方法 是 本 书 许多 方法 中 的 一 部 分 。 


实验 所 需 时 间 
约 1 小 时 


试剂 
SS- RM 
25 
无 水 乙醇 和 809 乙醇 
3mol/L 醋酸 钠 ， pHZ 用 于 DNA 
3mol/L BRA pH6 用 于 RNA 
tRNA, 84, 10mg/ml 


方法 
实验 准备 


制备 待 抽 提 的 DNA 或 RNA 样品 。 样 品 常 以 小 体积 存 于 1.5ml 微量 离心 管 中 , 但 
也 可 以 大 体积 存 于 大 试管 中 。 样 品 必须 溶解 在 已 知 体积 的 水 溶液 中 。 


SS-# ar / KF 


1. 每 份 样品 中 加 入 1 体积 SS- 葵 酚 和 1 体积 氯仿 ,振荡 混 匀 [注释 (1)]。 

2. 每 管 离心 1 分 钟 [注释 (2)]。 

3. 将 上 面 水 相 层 转移 至 新 管内 。 在 吸 之 前 若 把 试管 倾斜 至 I A, RMR. OK 
去 低层 有 机 让 [ 注 释 (3),(4)] 和 界面 上 的 物质 。 


DNA 或 RNA 的 乙醇 沉淀 
4. 由 步 又 3 得 到 的 水 相 , 按 其 1/10 体积 的 量 加 入 3 mol/L 醋酸 钠 (对 DNA 用 pH7， 
对 RNA 用 pH6), 使 醋酸 钠 终 浓度 为 0.3mol/L[ 注 释 (5),(6)]。 
5. 于 试管 中 加 入 至 少 2.5 体积 95 多 乙醇 ,放置 干冰 上 至 少 10 分 钟 或 在 一 20%c 贮存 
几 小 时 。 在 微量 离心 机 中 ,4%c 离心 10 分 钟 [注释 (7)]。 
6. 仔细 弃 去 上 清 液 ， 不 要 搅乱 沉淀 物 ， 去 除 剩余 的 盐 份 ， 用 300pl 或 更 多 体积 的 
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DNA 或 RNA 沉淀 / 


"1. m SS-¥B 
， 2. 加 氧 仿 
二 


含 DNA 或 RNA 的 水 相 层 ， 
a 


5. 转移 到 新 管 ” -人 
6. 加 盐 ( 如 需要 加 入 tRNA) 
7. MACH 


8. AUR 


9, 离心 
乙醇 7 


10. 倾 出 液体 
= 11. 80% AE 
12. 离心 
; 13. ity DE oad 
14. 加 缓冲 液 
空气 主 爆 沉淀 15. ~ 90°C — 70°C ARF 
Aj 20.1 DNA 或 RNA 的 纯化 。 用 SS- 苯 酚 和 氯仿 抽 提 样品 ,去除 杂质 (如 蛋白 质 )9 


然后 用 乙醇 沉淀 核酸 。 


80% 乙醇 洗 沉 淀 物 ,振荡 混 匀 。 
7. 微量 离心 机 中 , 4°C 离心 2 分钟 。 
3. 弃 去 上 清 液 , 空 气 干燥 沉淀 物 [ 注 释 (8)]。 
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9. RR KAS ELEN) 10 


注释 


(1) 轻 轻 混 匀 以 避免 大 片 侦 DNA 断裂 ,通过 反复 轻 轻 倒 位 使 样品 混合 ,不 要 振荡 。 

(2) 微量 离心 应 在 4" 冷 室 中 进行 。 对 大 量 样品 , 可 在 大 离心 管 中 于 4% 10 000x8 离心 5 分 钟 。 

(3) SS- 茶 酚 是 用 盐 和 水 饱和 的 , 抽 提 中 将 位 于 底层 〈SS- 葵 酚 在 贮 液 瓶 中 位 于 顶层 )， 同 时 它 带 有 
黄色 , 易 辩 认 。 某 些 操作 在 这 步 中 需要 加 入 小 量 的 异 戊 醇 。 每 次 抽 提 都 可 能 损失 掉 少 量 水 相 层 。 可 按 要 
求 调 整体 积 。 某 些 操作 要 求 第 一 次 抽 提 用 1 体积 1:1 的 SS- 葵 酚 和 氯仿 混合 液 抽 提 ， 然后 用 氯仿 抽 
提 。 

(4) 大 量 样品 可 取 450Al 左右 转移 到 1.5ml 微量 离心 管 中 。 另 一 种 方法 * 可 在 较 大 的 有 盖 的 试管 
中 (如 10 一 15m1) 用 乙醇 沉淀 大 量 样品 。 

《5) 用 1/10 体积 的 5mol/L NaCl 取代 醋酸 钠 。 当 核酸 浓度 低 时 ， 盐 对 形成 核酸 沉淀 是 必需 的 。 栈 
酸 钠 的 缓冲 能 力 可 能 比 NaCl 强 。 

(6) 如 果 DNA 或 RNA 浓度 低 于 1ug/ml, 加 入 酵母 RNA 载 体 (如 10ug/Al) 将 通过 促进 沉淀 而 
使 回收 增加 。 假 如 影响 以 后 的 步骤 ,小 心 不 要 用 RNA 载体 。 

(7) 在 离心 中 将 使 冷冻 乙醇 混合 物 融 解 。 如 果 核 酸 浓度 在 原始 溶液 中 足够 高 (如 高 于 10ve/ml), 
在 冰 浴 (0 一 4 ) 放置 10 分 钟 后 核酸 沉淀 即 生 成 。 如 果 浓 度 较 低 时 , 则 需 在 干冰 中 孵育 。 

(8) 较 大 的 DNA 片段 (如 基因 组 DNA AMA ) 环 应 完全 被 干燥 ， 另 一 些 样品 可 用 真空 蒸发 
仪 完全 干燥 。 

(9) DNA BRHF TE 缓冲 液 中 。 沉 淀 物 贮存 于 一 20" 时 较 稳 定 。 为 了 增加 稳定 性 , RNA 常 
贮存 于 水 或 80Y 乙醇 中 。 一 70 贮存 RNA。 


参考 文献 
Kirby, K.S., Biochem. J. 64:405, 1956 
20-2 塑料 袋 的 密封 

提要 

对 于 杂交 来 说 [注释 (1)], 这 是 一 项 快速 ,简单 和 有 效 地 密封 袋 中 膜 片 的 技术 。 
实验 所 需 时 间 

5 分 钟 
特殊 设备 

塑料 袋 密封 机 (如 Sears. Krups) 

可 热 封 的 塑料 袋 ( 如 Kapak) 
方法 

实验 准备 


准备 印迹 用 的 NC 膜 片 和 杂交 缓冲 液 [注释 (2)]。 
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步骤 
1. 将 膜 片 平 放 人 可 热 封 的 聚 乙 稀 塑 料 袋 内 [注释 (3),(4)], 加 不 含 探 针 的 杂交 缓冲 液 


水 平面 . 


(例如 : 封 袋 机 ) 


(E (F) 
图 20.2 塑料 袋 封口 流程 图 。 
es208 。 


浸没 膜 片 ,至 少 预 杂交 几 分 钟 ,然后 加 入 含 探 针 的 杂交 混合 液 。 挤 压 袋 子 使 所 有 气泡 和 大 部 
分 小 气泡 从 液体 中 排出 ,将 膜 片 均匀 浸 湿 , 封 袋 口 ,使 液体 保留 在 内 。 有 关 步 又 见 图 20-2。 

2. 把 袋子 平 放 在 水 平面 上 ,开口 一 端 向 上 折 成 直角 , 找 出 垂直 水 平 的 面 。 

3. 液体 均匀 地 在 膜 片 的 周围 ,从 红 子 开口 端 向 上 排除 气泡 。 

4. 把 手 放 在 袋子 一 侧 的 上 缘 , 绷 紧 袋 子 并 将 袋子 竖 起 来 使 气泡 移 到 顶端 。 

5. 提起 袋子 ,将 袋子 一 侧 的 边缘 放 在 热 密封 机 上 ,在 靠近 液体 顶端 边缘 进行 密封 。 存 
少量 液体 封 在 外 面 。 

6. 在 袋子 顶端 边缘 进行 第 二 次 密封 以 保存 液体 。 

7. 现在 袋子 完全 密封 好 ,准备 保温 。 


注释 


(1) 这 项 技术 是 很 有 用 的 ,似乎 比 实际 所 写 的 更 简单 。 
(2) 杂交 缓冲 液 含 有 高 比 放射 性 ,为 了 防护 必须 带 手套 。 
(3) AA AWS A aH, Kapak Corporation 的 Stoch-pack +405 袋子 可 容纳 20X26 


cm NC 膜 片 。 

(4) ATMRR BARRE BELEMPRY  MAEELP REN), BUNK RERAR 
中 。 另 一 种 方法 是 , 预 杂交 在 袋 内 进行 , 剪 掉 袋子 的 一 个 角 , 注 人 更 多 的 含 放射 性 探 针 的 缓冲 液 , 然 后 夹 
住 或 密封 住 这 个 袋 角 。 


20-3 光 密 度 测 定 


提要 

此 方法 利用 紫外 分 光 光 度 计 来 测定 DNA 或 RNA 浓度 ,或 用 可 见 光 分 光 光 度 计 测 
量 悬 小 中 细菌 数量 。 紫 外 分 光 光 度 计 需 使 用 石英 杯 。 可 见 光 分 光 光 度 计 使 用 塑料 或 玻璃 
杯 。 另 一 种 方法 即 溴 乙 锭 琼脂 糖 板 方法 在 小 量 核酸 测量 时 是 有 用 的 , 曾 在 11-3 步骤 5 中 
提 到 过 。 
实验 所 需 时 间 


15 分 钟 
特殊 设备 
分 光 光 度 计 
方法 
溶液 中 DNA 或 RNA 浓度 的 测量 


1. 取 5ul DNA 样品 或 4ul RNA 样品 加 到 995wl KHER) ROA, RBM 
分 光 光 度 计 测 量 杯 中 。 

2. 用 lm] 水 调整 分 光 光 度 计 零点 。 

3. 将 样品 放 人 分 光 光 度 计 内 ,[ 注 释 (2)] 在 波长 260nm 时 读 出 光 密 度 值 (0.D.)。 
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4.DNA 或 RNA 浓度 (ug/l 样品 ) 将 是 所 读 到 O. D. 值 的 10 倍 。 例 如 , 当 稀 释 
样品 在 260nm 时 的 0.D. 是 0.2 时 ,其 原液 中 DNA 或 RNA 浓度 是 2wg/ml[ 注 释 (3)]e。 

5. 如 果 需 要 评价 样品 纯度 ,可 在 280nm 再 读 第 一 次 Q.D. 值 ,来 测量 260nm 波 长 和 280 
nm 波长 时 O. D. 的 比值 。 如 果 比 值 接近 2， 吸收 可 能 是 由 核酸 所 致 。 如 果 比 值 小 于 
1.6, 样品 中 可 能 有 蛋白质 或 其 它 紫 外 吸收 物 ， 最 好 用 SS- 双 酚 / 氯 仿 重新 抽 提 ,并 用 乙醇 
Wie CU 20-1)o 


细菌 生长 过 程 中 密度 的 测量 
6. 用 培养 液 调 整 分 光 光 度 计 的 零点 (常用 LB 培养 基 )o 
7. 取 lml 在 此 培养 基 中 生长 的 细菌 样品 ,在 波长 600nm 处 测量 0. D. 值 [注释 (4)]o 


8.0. D. 值 在 1.0 以 上 表明 细菌 生长 超过 指数 期 [注释 (5)]，0. D. 值 在 0.2-1.0 之 
刘表 明细 菌 正 处 于 指数 生长 期 [注释 (6)]。 


注释 
(1) DNA 或 RNA 在 体积 上 的 差异 与 消光 系数 有 关 。DNA 0.D. 值 为 1.0 时 ,浓度 为 50ug/ml; 
RNA 或 单 链 DNA O.D. 值 为 1.0 时 ,浓度 则 是 40ng/mle 1 
(2) 使 用 测量 杯 前 应 彻底 洗 净 。 
(3) 如 果 DNA 或 RNA 样品 浓度 小 于 0. 18/1 Bf, O. D. 读数 的 可 靠 性 太 低 。 用 稀释 度 小 的 
样品 ,并 作 相 应 校正 。 
(4) 这 是 测量 光 散 射 。 
(5) 细 乃 可 能 在 融合 状态 发 生 溶解 。 根 据 0 D: 值 来 确定 细菌 生长 速度 ,指数 期 和 停 清 期 。 
(6) 接种 的 培养 液 要 几 小 时 后 才 达 到 O. D. 为 0.1。 典 型 地 在 对 数 期 的 细胞 ， 每 30 分 钟 增加 1 
倍 。 而 许多 方法 中 要 求 使 用 中 期 指数 相 的 细胞 。 


20-4 凝 胶 照 相 或 放射 性 目 显影 


提要 
此 方法 在 琼脂 糖 凝 胶 处 理 前 就 可 记录 下 DNA 或 RNA 在 胶 上 所 处 位 置 〈 带 )o R 

乙 演 (红色 荧光 ) 与 DNA 或 RNA 结合 后 在 紫外 线 激发 下 也 可 以 被 记录 下 。 这 些 方法 

同样 可 以 用 于 线 片 和 聚 丙 烦 酰胺 凝 胶 拍照 。 

实验 所 需 时 间 Baby 
5 一 10 分 钟 


REE 


照相 装置 [如 Polaroid MP-4 57(ASA 3000) 型 底片 ] 
MATER NIE CAN Wratten +9 22A) 
紫外 线 照射 设备 

X AAR 
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方法 
凝 胶 照 相 
1. 把 凝 胶 放 在 紫外 线 箱 上 ,打开 可 见 聚 光 灯 或 室内 灯 。 
2. 把 尺子 放 在 凝 胶 边 缘 处 作为 距离 标记 。 
3. 取 下 照相 机 上 的 红色 滤 光 片 [ 注 释 (1)]。 调 整 焦 聚 [ 注 释 (2)]， 使 照相 机 在 凝 胶 或 
尺子 数 标 上 聚焦 。 
4. 把 暗盒 放 在 镜头 的 后 面 , 再 把 红色 滤 光 片 放 在 镜头 前 方位 置 。 
5. 带 上 墨镜 以 防 紫 外 线 对 眼睛 的 伤害 。 打 开 紫 外 灯 , 关 灶 照 明灯 或 聚光灯 。 
7. 取出 底片 ,按说 明 冲 片 。 
X RH SLM a EAE A I J 
8. 和 X 线 片 放 在 可 见 光 下 曝光 ,照相 按 步 骤 3 4. 6 7, (EAA BIH 
注释 
(1) 红色 波光 片 是 Kodak Wratten 9 或 .22A; 或 者 相 类 同 的 小 光 片 。 
(2) 参阅 你 的 照相 机 说 明 书 。 


(3) 曝光 时 间 和 光圈 设置 可 以 变动 ,取决 于 胶片 的 型 号 ,所 用 的 速度 以 及 区 带 的 强度 ， 通 过 试验 决 
定 正确 的 曝光 条 件 。 


20-5 放射 目 显影 术 


提要 

放射 自 显影 用 于 测定 膜 片 或 凝 胶 上 放射 性 物质 的 位 置 。 广 泛 应 用 于 本 书 中 所 提 到 的 
许多 实验 中 。， 
实验 所 需 时 间 

根据 曝光 时 间 而 定 。 每 次 开始 或 冲 片 为 15 分 钟 。 


特殊 装置 


冲洗 X 线 片 系统 一 一 自动 冲 片 机 (如 Kodak X-OMAT) 是 一 类 节省 时 间 \ 减 小 差错 
并 可 连续 操作 的 设备 。 但 也 可 以 手工 冲 片 。 有 关 手 工 神 片 的 详细 资料 可 以 从 随 底片 提供 
的 说 明 书 中 得 知 。 

X 线 片 暗 盒 ( 如 Wolf X-Ray Corp) 

Geiger t+ Ras 


试剂 
放射 自 显影 片 用 一 般 的 和 X 线 片 ( 如 Kodak XAR-5 或 XRP-1) 
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增 感 屏 (如 Du Pont Gronex) 
“C 或 3 标准 


方法 


有 关 放 射 自 显影 一 般 注 意 事项 

1. 在 黑暗 中 把 带 有 放射 性 的 膜 片 或 凝 胶 放 在 未 曝光 的 和 X 线 片 下 面 ， 并 将 XX 线 片 暗 盒 
封存 一 段 时 间 ,进行 曝光 后 ,在 黑暗 处 取出 片子 进行 冲洗 。 

2. 在 绝 大 多 数 情况 下 样品 都 带 有 ”了 , 增 感 屏 被 放 在 和 X 线 片 的 上 面 , 使 入 线 片 夹 在 增 感 
屏 和 放射 性 样品 之 间 。 用 增 感 屏 时 , 在 一 70°C 条 件 下 进行 曝光 。 增 感 屏 降低 分 辩 率 ,但 
可 以 增强 信号 强度 (例如 : 使 ”P 提高 10 倍 )， 这 对 于 低 水 平 放射 性 信号 特别 有 用 。 当 需 
要 高 分 辩 率 时 ,如 用 于 序列 分 析 凝 胶 ( 见 16-8 和 16-10), 可 在 室温 下 了 曝光 ,不 用 增 感 屏 。 

3.XAP-5 和 XRP-1 两 种 片子 都 可 以 使 用 。 XAR-5 曝光 速度 快 ， 但 颗粒 较 粗 ; 而 
XRP-1 曝光 速度 约 为 前 者 的 1/3, 但 颗粒 较 细 。 

4. 有 些 具 有 高 放射 性 比 活 的 样品 (如 含 S1 探 针 制备 物 做 的 微型 胶 ) 需 要 的 曝光 的 时 
TDF 10 分 钟 。 在 黑暗 处 迅速 将 片子 放 在 凝 胶 上 《 凝 胶 被 干净 的 塑料 纸 包 圳 着 ) [注释 
《1)] ,把 片子 的 一 角 与 凝 胶 的 一 角 对 应 上 。 用 玻璃 片 盖 在 片子 上 ,等 待 20 一 60 秒 。 这 一 步 
BRAY AYMVERY XRP-1 片 。 迅 速 取 片 子 进行 冲洗 。 

5. 如 果 在 一 70°C 条 件 下 曝光 ,打开 暗盒 前 将 暗盒 恢复 到 室温 ,以 防止 冷凝 。 另 一 种 
方法 是 迅速 打开 暗盒 ， 在 冷凝 现象 出 现 前 ， 取 出 片子 迅速 冲洗 。 不 要 使 用 潮湿 或 冷 的 障 
盒 。 重 新 使 用 前 要 将 暗盒 干燥 。 

6. 用 带 有 *S 墨迹 的 粘 附 性 小 标签 对 膜 片 和 凝 胶 做 标记 ,这 将 有 助 于 使 放射 自 显 影片 
子 在 曝光 时 的 位 置 易于 辨认 [注释 (2)]。 


注释 
(1) *P 样品 一 般 用 干净 的 塑料 带 包 庄 ， 推荐 用 Saran Wrap。 这 可 使 暗盒 与 增 感 屏 免 于 被 穿 透 性 


放射 性 污染 。 
(2) 干净 的 塑料 包 庄 物 可 阻 断 大 量 的 ”S 信号 。 如 果 应 用 ”S 为 放射 性 源 的 话 * 除 非 样品 的 放射 性 
足以 能 穿 透 塑料 包 衷 物 , 否 则 就 不 应 使 用 它 。 


20-6 细菌 培养 平板 的 制备 


提要 


本 方法 用 于 制备 提供 细菌 集落 生长 的 固化 琼脂 培养 平板 。 在 某 些 情况 下 ， 为 了 形成 
多 菌 贷 ,这 些 底层 为 琼脂 的 平板 上 再 铺 上 含 细菌 的 上 层 琼脂 。 有 两 种 类 型 培养 基 的 琼脂 : 
用 于 绝 大 多 数 细菌 生长 的 LB 琼脂 和 用 于 JM103, JM107 或 JM109 的 基本 琼脂 。 


实验 所 需 时 间 
1 小 时 
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特殊 装置 


试剂 


方法 


高 压 灭 菌 锅 
LB 板 
细 蓝 培养 用 胰 蛋 白 肪 (如 Difco) 
细菌 培养 用 酵母 抽 提 液 
琼脂 
NaCl 


& IPTG 和 Xgal 的 LB 氮 共 青霉素 板 〈 用 于 PUC 插 人 筛选 , 见 15-4) 


1mol/L NaOH 
氨 共 青霉素 50mg/ml (AAW) 
四 环 素 12.5mg/ml WT 50% 乙醇 (无 菌 过 滤 ) 


REAR 

酵母 抽 提 液 

琼脂 

NaCl 

lmol/L NaOH 

氨 革 青霉素 50mg/ml (AAW) 
2% Xgal AF DEM 

0.1mol/L IPTG 〈 无 菌 过 滤 ) 


基本 琼脂 板 


oa 


& 


in is 

0.lmol/L CaCl, (FMW) 
Imo!l/L MgSO. (FARAWi) 

Na, HPO. 

KH,PO. 

NaCl 

NEFLCI 

维生素 B， 100ug/ml《〈 无 菌 过 滤 ) 
20% Wits (CHW) 


LB 琼脂 ( 含 或 不 含 抗生素 ; 含 或 不 含 IPTC 和 Xzal) 
. 制备 1000ml LB 琼脂 平板 : 加 水 至 950ml[ 注释 (1) lo 


REE ARR 10g 
BEES THE 5g 
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NaCl 10g 
用 lmol/L NaOH 将 pH jH2 7.4 
加 和 15g 琼脂 
加 水 至 1 000ml, SERB. 
AN 50°C , 按 要 求 加 和 抗生素 〈lml 1 000 倍 浓缩 液 )[ 注 释 (2)]。 
b. 如 果 需 要 ,加 入 5m] 2%Xzgal 和 0.1mol/L IPTG (〈15-4)。 
c. 倾 人 水 乎 放置 的 培养 下 中 。90 一 100mm 的 平 严 加 入 25m) 《用 玻璃 吸管 加 ) ,培养 
基 厚 度 应 在 0.3cm 左右 [注释 (3)]。 
d. 冷却 凝固 。 
2. 基本 琼脂 板 
Na,HPO.-7H,0 6g 
KH,PO, 32 
NaCl 0.5g 
NH,Cl 1g 
加 950ml 水 , 待 盐 溶解 后 ,用 10mol/L NaOH 将 pH 调 至 7.4。 加 和 15g 琼脂 > 
高 压 灭 菌 。 冷却 至 60"‰2。 加 入 下 列 无 菌 溶液 : 
10m] 20% 和 葡萄糖 ( 过 滤 灭 菌 ) 
1ml 0.lmol/L CaCl, (BEX) 
lml lmol/ 工 MgSO. 〈 高 压 灭 菌 ) 
50u] 100ug/ml 维生素 B， 
用 无 菌 水 将 体积 调 至 1 000m]。 按 上 和 有 叙 步 骤 < 注 人 各 平 严 内 有 
3. 贮存 。 制 备 好 的 平板 应 盖 好 以 保持 无 菌 , 置 4%C 直 到 使 用 。 人 sar ripe 
导致 污染 。 使 用 前 应 恢复 到 室温 。 


注释 


《1) 用 纯 的 去 离子 水 是 重要 的 。 用 高 压 灭 菌 的 玻璃 下 或 无 菌 塑 料 培养 四 。 

(2) 1000 倍 浓缩 的 四 环 素 原 液 〈12.5mg/ml AF 50% CEB RH BR Rik (50me/ml 溶 于 水 
中 )。 经 过 滤 除 菌 后 加 入 培养 基 中 。 浓缩 的 原液 可 避 光 贮存 于 — 20, 

(3) 通常 细胞 在 90 或 100mm 平 四 中 生长 。 其 它 大 小 的 培养 下 也 能 使 用 ;可 相应 调节 体积 。 


20-7 叭 HE TREN el CAO 


提要 


当 细菌 在 顶层 琼脂 中 生长 时 ,将 以 融合 状 形成 一 片 。 如 果 把 叹 苗 体 加 到 有 细菌 层 的 平 
板 上 ,靠近 细菌 的 哦 菌 体 将 感染 细菌 ,最 终 溶 解 掉 被 感染 的 细菌 。 由 于 感染 和 溶解 的 反复 
进行 ,一 个 鸣 菌 体 在 一 个 很 小 的 区 域内 将 生成 10 WEA, 它们 深 解 周围 的 细菌 并 形成 一 
个 清亮 的 噬 菌 斑 。 每 个 原始 喉 菌 体 都 代表 一 个 叭 菌 斑 生 成 单位 《pfu)8 

通常 希望 对 一 份 纯化 样品 中 的 吻 菌 体 进 行 计 数 或 滴定 。 为 此 ， sl ERE RINT 
BEAD FARE DEE A PT TT A pfuo BA, WRATH 
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全 板 的 噬 菌 资 ,但 在 平板 上 划 格 标记 后 可 以 计数 每 方 格 中 叹 菌 斑 数 ,由 此 计算 出 加 入 到 培 
养 下 中 的 每 体积 中 的 吻 菌 体 数 。 

一 般 按 下 列 步 骤 进 行 叭 菌 体 的 滴定 和 铺 板 : 

1. 制备 溶液 (如 LBL AAR. MgSO,. TMG, TWHESRAR. DL 13-5)。 当 板 上 细菌 生长 
到 适合 于 噬菌体 滴定 时 (如 用 于 EMBL 3 的 LE392 细菌 ) 接种 50ml 无 菌 LB 培养 基 加 
Im] 含 单一 细菌 集落 的 20% 麦芽 糖 。 细 菌 生长 到 在 波长 600pm 时 0. D. 值 为 0.5,3 000 
Xg 离心 10 分 钟 ,收集 细菌 用 25m] 无 菌 10m mol/L MgSO, 制备 悬 疲 ,这 些 活化 的 细 
菌 4% 可 以 贮存 至 少 一 

2. 用 TMG 缓冲 液 在 一 系列 微量 离心 管 中 对 1w] 鸣 菌 体 作 一 系列 10 倍 稀释 。 包括 
样品 中 所 期 望 的 噬菌体 滴定 范围 。 取 lal 稀释 的 叹 菌 体 加 到 无 菌 的 12 X 75mm 培养 管 
中 -用 已 知 的 每 1ml 含有 一 定量 pfu 的 稀释 液 。 许多 鸣 菌 体 原 液 的 滴 度 常 在 10 一 
10"pfu/ml, ; 
3. FX 200u] 活化 的 细菌 加 到 每 个 培养 管 中 。 
4. 取 25ml 顶层 琼脂 加 入 每 管 中 ( 冷 却 至 48 一 50" ,以 防 杀伤 细菌 )o 
5. 立即 倾 入 到 培养 下 的 底层 琼脂 上 。 为 了 便于 计数 应 使 用 底层 带 有 方 格 刻 度 的 平 
使 用 前 必须 将 底层 琼脂 加 热 至 室温 或 37%C。 
6. 在 室温 下 放置 15 分 钟 待 顶层 琼脂 凝固 。 
7. 把 平板 倒置 , 37%c 保温 过 夜 。 
8. 噬 菌 斑 将 是 明显 的 。 必 须 在 它们 生长 过 密 ( 即 相互 接触 ) 以 前 进行 吻 菌 斑 计数 。 
9. 同样 检查 对 照 亚 ( 即 接种 细菌 而 不 加 鸣 菌 体 ) 的 鸣 菌 斑 数 。 对 照 严 不 应 有 鸣 菌 斑 。 
BO Meat Pak. A sey I RRR IAD ot SIS TERE A DPE OE 
库 时 需要 多 少 样品 (第 13 章 和 第 .14 BH) 
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第 21 章 ”特殊 实验 方法 


21-1 转基因 小 鼠 的 培育 


BE 


转基因 小 鼠 的 产生 是 通过 将 一 段 克 隆 的 DNA 导 人 受精 的 小 鼠 卵 细胞 , 随后 让 此 胚 
胎 发 育 直至 出 生 和 生长 而 得 到 的 。 DNA 是 否 成 功 地 参 人 某 种 系 ， 可 在 以 后 通过 分 析 其 
子 代 的 基因 组 DNA 来 得 知 。 这 一 方法 可 以 使 特定 的 基因 及 调节 成 分 的 功能 置 于 有 复 
杂 的 发 育 和 组 织 分 化 的 整体 动物 中 来 进行 检查 。 

第 一 步 是 将 峻 性 小 鼠 中 新 鲜 的 受精 卵 取出 ， 并 洗涤 这 样 的 胚胎 以 准备 注射 。 需 要 一 
个 特殊 的 显 微 操 作 人 台 系 统 。 胚 胎 用 一 根 微量 移 液 管 夹 持 固定 ，. 用 另 一 根 注射 移 液 管 将 克 
隆 的 DNA 注 人 雄性 原核 。 将 一 组 注射 后 的 胚胎 放 在 假 受孕 的 肉 性 小 鼠 的 子 官 中 。 出 
生 后 筛选 其 基因 组 中 克隆 DNA 的 存在 《如 用 小 鼠 尾 部 的 DNA 制品 和 Southern 印迹 
分 析 )。 

现在 仅 有 少数 几 个 实验 室 能 成 功 地 完成 这 种 困难 的 操作 。 在 能 熟练 地 掌握 这 一 方法 
前 肯定 会 经 历 多 次 的 实验 和 失败 。 

到 有 目前 为 止 已 有 一 些 功 能 性 基因 通过 这 一 方法 引入 小 鼠 ， 其 中 包括 癌 基 因 和 生长 激 
素 基 因 。 在 插 人 感 兴趣 的 编码 区 的 同时 也 插入 调节 顺序 ， 则 基因 的 表达 可 能 被 调节 。 另 
一 些 转 人 基因 的 插 人 隔断 了 宿主 的 基因 ,而 引起 功能 性 的 改变 。 很 可 能 被 注射 的 每 个 胚胎 
将 得 到 同样 的 一 段 DNA， 但 随机 地 插 人 到 基因 组 中 不 同 的 区 域 ， 因此 可 能 发 生 表达 的 
变化 。 注 意 : 本 方法 需要 管理 动物 的 技巧 和 动物 外 科学 的 知识 ， 也 需要 无 菌 培养 技术 和 
细胞 的 显 微 操 作 技术 。 


实验 所 需 时 间 


第 1 天 : 4 小 时 用 于 准备 动物 
第 2 天 : 4 小 时 用 于 准备 胚胎 
6 小 时 用 于 注射 胚胎 
4 小 时 用 于 移植 年 胎 


特殊 装置 


倒置 显微镜 [40(〈 物 镜 ) X10〈 目 镜 )] 和 长 聚 光 镜 (如 Nikon) 
显 微 操 作 台 (2 4) (Leitz) 和 两 个 单独 的 仪器 持 器 和 操纵 杆 
解剖 显微镜 : 一 人 台 普 通 的 ,一 台 由 下 侧 经 光纤 维 光 源 照 明 
Fe Se REL (ZEB) (D.Kopf Inst., Model 700/c) 

压缩 空气 源 

微型 熔 器 (Microforge, de Fonbrune ) 
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3, 解剖 出 夕 
4. 对 卵 选 择 


0. 激素 诱导 CDF HERS COTS RR— 2. 得 到 受精 卵 (胚胎 ) 


5. APH FURR LE, 
放 在 显微镜 下 
7. 准备 注射 移 液 管 
6. 准备 注射 的 "DNA"” HA 9. 用 DNA Himes 
《例如 线性 的 重组 pBR322) 一 一 全 一 一 毛细 移 液 管 
8. HE Se KBE 


12. BMS] ARAM B) 11. 培养 过 夜 GRRE 


eT te 。 


10. “DNA” 注射 到 上 胚胎 的 雄性 原核 


13, 等 待 20 天 ' 


20. 引入 基因 小 鼠 的 再 配种 
15. 等 待 35 天 16. 前 下 2cm 尾部 4 


14. 活 的 小 鼠 出 世 一 一 -一 一 一 人 P 17, fe ER DNA ， on 
18, DNA 印迹 ; 
49. 测定 哪些 后 代 含 有 注射 的 
DNA 插入 物 


21.1 ”转基因 小 鼠 分 析 的 流程 图 。 


21. 小 鼠 表 型 表达 


Db as PR TEE Bh AY eT) 
可 控制 环境 的 培养 室 


试剂 
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Whitten 培养 浓 (100ml) 
NaCl 0.514g 
KCl 0.0356 
KH,PO. 0.0162g 
MgSO, + 7H,O 0.0294g 
NaHCO; 0.190 
fit $§ ”0.100g 
乳酸 钙 .5HO 0.053¢g 
乳酸 钠 \60 匈 浆 ) 0.37ml 
丙酮 酸 钠 0.0025g 
4+ MeARAGRRR, CREA) 0.42 
EDTA 0.0028 
HEPES 0.238¢ 
BX (10000U/ml) 0.1ml 
$4 2 (50mg/ml) 0.1ml 
在 每 一 组 分 都 溶解 在 灭 菌 的 去 离子 水 中 后 ,用 已 用 10ml 培养 液 测 洗 过 的 Millipore 
Sterifil System 将 此 培养 基 除 菌 过 滤 。 将 90ml 除 菌 的 Whitten 培养 基 倒 人 一 无 菌 
的 瓶子 中 , 并 向 溶液 中 通 人 5%O,, 5%CO, FII0MN, 304-9, IHF SBM EKA 
中 直至 使 用 (不 超过 工 周 )。 
SASF Gr ERA ke Can, Hank Fix) 
DNA 注射 缓冲 液 ，lmimol/L Tris-HCl, 0.l1mmol/L EDTA, pH7.2 
动物 : 
卵 供给 者 为 CD-1( 如 Charles River CD-1 Ha/Icr) 峻 性 小 鼠 ，3 一 4 周 龄 。 用 前 让 
它们 对 光 / 暗 周期 适应 一 周 。 
养母 小 鼠 为 8 周到 6 个 月 龄 的 CD-1 HEHE) ER. 
配种 雄 鼠 为 8 周到 12 月 龄 的 雄性 C57B1/6J 小 鼠 。 
无 生殖 能 力 ( 输 精 管 结扎 ) 的 CD-1 ER, ES 4 周 结扎 输精管 。 等 待 一 个 月 观察 
其 绝育 情况 ,一 直 可 用 到 8 一 12 Ait. 
将 小 鼠 养 在 温度 温度 都 可 调节 的 环境 中 ，14 小 时 光照 10 小 时 黑暗 ,周期 循环 。 动 ， 
物 可 任意 取 食 物 和 水 。 在 此 系统 中 所 有 的 子 代 应 当 不 是 白 的 ， 和 否则 就 是 因为 "绝育 ”的 雄 
鼠 输精管 结扎 不 成 功 。 
药物 : 
怀孕 母 马 的 血清 (如 购 自 Organon 的 Gestyl 或 购 自 Sigma 的 促 性 腺 激素 )。 在 灭 
菌 的 平衡 盐 咨 液 中 稀释 到 50U/ml。 分 装 贮 存 于 一 20. 
人 绒毛 膜 促 性 腺 激素 〈Sigma)。 在 平衡 盐 溶液 中 稀释 到 50U/ml。 分 装 贮 存 于 一 
20°C 
KE LEZ ACCA RK, 2mg/ml H,O) (Abbott Labs) 
透明 质 酸 酶 ,用 时 以 Whitten 培养 液 稀释 到 50wg/wle 
硅油 (Dow 200， 粘 度 50CS) 或 甲 基 硅 〈50DC200 William, F. Nye. Inc.) JAR, 
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高 压 灭 菌 并 对 培养 液 平 衡 (1 体积 油 : 7 体积 Whitten 培养 液 )。 每 lml 平 衡 的 油 加 .1ul 抗 
生 素 (青霉素 / 链 霉 素 )。 贮 存 于 密封 的 灭 菌 容器 中 。 
5%0、59% CO、90% N: 的 混合 气体 ,通过 水 ( 洗 瓶 ) 后 用 于 环境 培养 箱 中 。 
抗生素 (青霉素 ,10 000U/ml, # BX 50mg/ml) (GIBCO) 


方法 
实验 准备 
EHR. MS AT ERA DNA。 用 限制 性 内 切 酶 使 质粒 线性 化 后 ， 用 琼脂 糖 


凝 胶 电 泳 提纯 DNA 并 电 洗 脱 。SS- 葵 酚 /氯仿 提取 , 乙醇 沉淀 。 令 完全 干燥 并 以 1wg/mm1 
的 比例 再 悬浮 于 DNA 注射 缓冲 液 中 。 用 前 离心 以 去 除 沾 染 的 颗粒 [注释 (1)]。 


准备 用 来 收集 卵 的 肉 鼠 


(也 可 用 较 多 的 不 同时 间 排 卵 的 小 鼠 ,并 以 阴道 栓塞 测定 阳性 。) 

1. 大 约 在 暗 周期 中 点 前 12 小 时 注射 怀孕 母 马 血 清 5U( 于 0.1m] 内 ,腹腔 注射 ), 使 小 
鼠 同 步 排 卵 。 | 

2. 第 一 次 注射 后 48 小 时 ,注射 SU 人 绒毛 膜 促 性 腺 激素 〈0.1m1). 

3. 注射 后 将 每 只 肉 鼠 与 一 只 配种 雁 鼠 置 同 二 笼 中 过 夜 。 a 


oe a 


4. ZERO EMRE RR 

5.〈 大 约 在 前 一 个 暗 周期 中 点 后 16 NS) AEE HAO ER HE OS BIC 
培养 面 中 的 Whitten 培养 液 中 。 培养 液 和 培养 耻 应 先 在 室温 中 平衡 扩 小 时 。 移 到 第 二 
个 含 Whitten FAM HR. | | 

6. FA BRR EE I SEED CS BY EB BB) SEB HY BEER ER SAN SH 
(ES HAN SNE IAIA) re 

7. 将 卵 丘 /胚胎 放 在 一 滴 置 于 Som 培养 下 中间 的 透明 质 酸 酶 50xg/ml AY Whitten 
培养 液 中 。 

8. 透明 质 酸 酶 将 使 卵 丘 解体 ,释放 出 胚胎 (5 一 10 分 钟 )s 在 解剖 显微镜 下 观察 卵 丘 的 
解体 。 在 卵 丘 解体 完成 后 ,等 待 5 分 钟 让 卵 的 粘 附 性 降低 。 

9. 用 一 根 改造 过 的 巴 斯 德 移 液 管 (将 玻璃 吸管 置 小 火 上 并 用 手 捉 拉 ;, Wit 4cm 长 的 
小 段 ， 其 末端 内 径 为 0.5mm)o。。 用 一 橡皮 吸 头 或 一 根 带 有 管子 的 口 吸 吸 头 以 控制 管内 液 
面 的 移动 。 

10. 在 最 小 的 体积 内 将 胚胎 依次 转移 过 4 个 含 Whitten 培养 液 的 培养 中 。 每 次 转移 
时 要 让 胚胎 散 开 , 以 洗 去 透明 质 酸 酶 及 其 它 沾染 物 [注释 (2)]。 

11. 胚胎 留置 在 最 后 一 个 培养 下 中 ,在 如 第 12 步 介 绍 的 温室 中 保温 , 待 用 。 

12. 温室 (可 以 是 一 个 厌 氧 菌 瓶 ) 调 在 37*C。 将 室 盖 住 并 连续 通 人 气体 (5 多 CO， 先 
通过 水 以 取得 刘 度 )。 在 调试 仪器 时 , 胚胎 置 此 可 调节 的 环境 中 5 一 10 分 钟 。 
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注射 装置 

13. a 准备 好 一 台 带 有 相差 干扰 装置 的 倒置 显微镜 。 在 显微镜 的 两 侧 各 放 一 人 台 显 微 
操作 器 (用 定制 的 铝 块 将 其 垫 到 合适 的 高 度 )e 全 部 装置 都 应 固定 到 放置 在 石板 块 或 其 它 
稳重 台面 上 的 显微镜 座 上 (并 有 合适 的 减 振 装 置 )。 

b. 左 侧 的 显 微 操 作 人 台 用 于 夹 持 移 液 管 ， 仪器 的 环 部 夹 到 厚 壁 的 真空 管 上 (A435 
mm ), 真 空 管 与 一 支 ml 的 Hamilton ERASER (EAM). 

c. 右 侧 的 显 微 操 作 人 台 控 制 和 注射。 这 合 仪器 的 环 部 与 一 根 连接 可 调节 的 压缩 空气 源 的 
真空 管 相 连 。 

d. 夹 持 移 液 管 由 铝 硼 硅 酸 盐 毛 细 管 制 成 ,外 径 1.5mm ,内 径 1.12mme 用 垂直 移 液 管 ， 
掉 拉 器 掉 拉 移 液 管 , 使 其 开口 端的 直径 为 100wm ,并 在 小 火 上 略 加 热 使 其 光滑 [注释 (37]。 
， ¢ 以 同样 的 毛细 管 在 上 述 装置 上 制 成 注射 移 液 管 , 将 其 外 径 拉 到 1xm[ 注 释 (4)]。 
”44. 用 清洁 的 口 吸 吸 头 及 相连 的 管子 稍 加 负 压 使 Whitten | 培养 液 充 满 夹 持 移 液 管 的 
一 半 ( 从 前 端 )。 在 左 侧 的 显 微 操 作 器 以 一 橡皮 垫圈 封 住 夹 持 移 液 管 。 将 夹 持 移 液 管 尖 固 
定 在 显微镜 物镜 上 ,对 准 移 液 管 尖 聚 焦 , 并 用 显 微 操作 器 垂直 向 上 提升 移 液 管 。 

15. 用 一 根 纤细 的 、 手 拉 的 玻 玉 毛 细 管 [注释 (5)] 引 导 0.521 DNA(1wg/ml) 溶 液 进入 
注射 移 液 管 平 滑 的 后 端 。DNA 将 由 于 毛细 管 作用 吸 到 注射 移 液 管 的 尖端 8。 将 DNA 从 
毛细 管 中 吸 到 吸管 头 中 。 人 尖端 向 上 2 一 3 分 钟 使 DNA 移 到 管 尖 。 插入 右 侧 显 微 操 作 器 
的 环 部 , 并 用 橡皮 垫圈 原 地 固定 。 

16. 用 Whitten 培养 液 次 胚胎 转移 到 一 个 正中 。 滴 一 滴 Whitten FERRE) HAF 
凹 型 载 玻 片 中 间 的 孔 中 , 并 用 一 注油 盖 住 。 将 卵 转移 到 此 滴 的 一 侧 。 

OI. 将 此 载 有 胚胎 的 下 上 载 玻 片 在 显微镜 载 物 合 上 夯 定 。. 降低 两 侧 的 移 液 管 尖 到 人 
有 胚胎 的 液 滴 中 [注释 (6)]。 增 高 空气 压力 ,使 注射 移 液 管 中 达 到 约 20PSI[ 注 释 (7)]5 


$p 8 ik St 

18 ERNIE ECR ATMS FROME, HORA NEC S 
St AA Bl LA AAD) LEE (8) FER BRA, FESS TASTY Had 
[注释 (9)]。 

19. 将 注射 移 液 管 尖 直接 定位 于 原核 上 方 ,成 直线 。 

20. 将 注射 移 液 管 尖 慢 慢 指 向 胚胎 并 进 人 原核 ,由 于 DNA 被 持续 地 从 管 尖 排出 ， 将 
可 观察 到 原核 胀 大 。 

21 一 日 观察 到 这 种 用 胀 ,即刻 小 心地 抽出 注 射 移 液 管 [注释 (10 

22. 注射 一 组 的 全 部 胚胎 。 每 个 被 注射 完 的 胚胎 移 到 液 滴 的 另 一 侧 。 

23. 用 洗涤 移 液 管 由 下 凹 载 玻 片 移 去 被 注射 的 胚胎 。 

24. 置 胚 胎 于 一 滴 新 鲜 的 Whitten 培养 液 中 洗涤 , 稍 加 振动 。 

25. 移出 胚胎 并 置 于 一 滴 放 在 10cm 塑料 培养 焉 中间 的 Whitten HH, BKM 
放 到 可 调节 环境 的 培养 室 中 。 

26. 卵 已 准备 好 ; 以 备 转移 到 代孕 母 鼠 中 。 
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27. 胚胎 注射 前 一 天 ， 代 孕 母 鼠 与 绝育 (输精管 结扎 术 ) 雄 鼠 交配 。 +9 RRS 27 
只 肉 鼠 一 起 过 夜 。 检 查 肉 鼠 的 阴道 栓塞 (应 该 约 有 ?只 栓塞 的 小 鼠 )。 

28. 用 戊 巴 比 妥 麻醉 假 怀孕 的 母 鼠 [注释 (11)]。 

29. 通过 动物 的 背 切 开 暴露 输卵管 。 用 解剖 显微镜 。 

30. 轻 轻 将 卵 偶 和 输卵管 整理 成 形 。 用 细 锰 子 在 卵巢 囊 上 压 一 小 印迹 。 

31. 转移 移 液 管 预先 用 同样 的 毛细 管 拉 成 ,内 径 150 一 200u m, 外 径 300—400n m, 长 
3 一 10cm。 一 端 在 火 上 略 烧 使 其 光滑 ， 从 磨 光 的 一 端 约 lcm 处 做 — 45° 弯曲 连接 移 液 
管 与 橡皮 管 和 一 个 清洁 的 口 吸 吸 头 , 用 于 精确 地 转移 。 
” 32. 小 心地 控制 通 到 转移 管 上 的 气流 ,用 少量 的 Whittea 培养 液 将 胚胎 《每 侧 5 一 15 
个 ) 转 移 到 输卵管 漏斗 部 。 

33. 轻 轻 将 卵 梨 重新 置 人 体腔 。 颖 合体 壁 和 皮肤 。 

34. 在 另外 的 子宫 腔 重 复 上 述 操作 。 

35. 将 代孕 母 鼠 回 复 到 正常 饲养 , 约 在 20 RET OR 


分 析 
36. 从 幼 鼠 尾部 取样 分 析 基 因 组 DNA ,将 显示 出 插 人 DNA 〈“ 转 人 基因 ) 在 基因 组 


中 的 存在 (5-3.5-5.5-6)。 如 果 调 节 顺 序 也 被 插 人 , 特异 性 表 型 或 表达 mRNA Bien i 
是 可 能 的 。 


注释 


(1) 本 操作 中 使 用 灭 菌 的 塑料 器 血 和 其 它 器 件 。 

(2) 洗涤 在 室温 下 进行 。 为 以 后 的 操作 所 使 用 的 Whitten 培养 液 于 37% 保存 于 一 支 灭 菌 的 10 
ml 塑料 注射 器 中 。 KOR 

(3) 为 方便 起 见 , 每 种 毛细 管 每 次 拉 25 Xo 

(4) 参见 注释 (3)。 

(5) 使 用 同样 的 毛细 管 在 明火 上 拉 成 。 

(6) 调整 夹 持 移 液 管 的 注射 器 ， 使 稍 有 负 压 时 无 培养 液 从 移 液 管 中 流 进 或 流出 。 可 能 要 经 过 一 些 
实践 才能 良好 地 进行 操作 人 台 的 控制 。 

(7) 在 整个 操作 中 ,持续 的 空气 压力 将 把 DNA 液 流 从 注射 移 液 管 的 尖 排 出 。 

(8) 牢固 地 持 住 胚 胎 , 但 不 要 拉 成 桶 状 。 

(9) 参见 注释 (8)。 

(10) 因为 注射 移 液 管 的 直径 不 能 精确 地 控制 ;可 调节 空气 压力 使 之 得 到 满意 的 DNA 流量 。 

(11) 成 巴 比 妥 的 剂量 是 靠 经 验 决定 的 。 一 般 用 2mg/jmi 的 溶液 ,每 克 体重 35ul。 条 件 可 以 改变 。 
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21-2 单 克 隆 抗 体 的 产生 : BRAS 
提要 


这 是 一 项 有 效 地 将 建 株 的 小 鼠 骨髓 瘤 细 胞 与 产生 抗体 的 小 鼠 脾 细胞 融合 的 技术 ， 以 
分 离 产 生 抗 体 的 克隆 使 得 抗体 产生 得 到 放大 。 在 每 份 稀释 到 单 细 胞 后 ， 使 其 克隆 生长 并 
筛选 对 特异 性 产物 产生 的 抗体 。 本 方法 可 产生 足够 进一步 使 用 的 量 的 高 特异 性 的 〈 单 克 
隆 的 ) 抗 体 。 


实验 所 需 时 间 

从 第 一 次 注射 到 阳性 克隆 鉴定 共 需 4 个 月 
特殊 装置 

Coulter 计数 器 或 其 它 细 胞 计数 器 


细胞 培养 设备 (包括 冰冻 细胞 用 的 液 氮 器 ，CO, 培养 箱 及 超 净 工 作 人 台 ) 
12 BB Ras 
试剂 
全 部 溶液 需 经 0.22xm 滤 膜 过 滤 灭 菌 
磷酸 盐 缓冲 液 〈PBS) 
NH,Cl 缓冲 滚 (配制 1 L) 
Tris HR €0.017mol/L) 2.06g 
NH,Cl (0.1mol/L) 5.87 
加 水 到 1L, 调 pH 到 7.2 
Dulbecco 改良 的 Eagle 培养 液 (DMEM) 
(Gibco; 高 葡萄 糖 ) 
HT-5 FRR 
DMEM (高 葡萄 糖 ) 500ml 
200mmol/L 谷 氮 酰 胺 (分 装 贮 存 于 一 20°C 备用 ) 6ml 
HT 混合 物 ( 见 下 文 );100X 6ml 
OP] 混合 物 ( 见 下 文 );,100X 6ml 
胎 牛 血清 50ml 
庆 大 霉 素 贮 存 沪 《50mg/ 了 1) ，0.6ml 
聚 乙 二 醇 -1000(50 匈 ) [PEG， 见 注释 \47] 
HT 混合 液 (100X ) 
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0.6805g 次 黄 味 叭 溶 于 200ml H:O 中 ， 加 人 大 约 4 粒 NaOH 以 使 溶解 (pH #4 
10) 
0.1937g 胸腺 喀 啶 溶 于 200ml H,O 
混合 上 述 两 种 溶液 。 加 H:O 至 500ml, 灭 菌 过 滤 , 贮 存 于 一 20°C 
100 X Sq FEES 
1.8mg 氨基 蝶 叭 于 500ml 水 中 
加 l1mol/ 工 NaOH 至 溶解 
调 体 积 至 100ml 
灭 菌 过 滤 
一 20°C 避 光 贮存 
HAT 选择 性 培养 基 
100 X RK 1Iml 
培养 液 100ml 
OPI 混合 物 (100X) 
7.5g 草酸 溶 于 450ml 水 中 
加 2.5g 丙酮 酸 
胰岛 素 1 000U ,旋涡 振荡 下 溶 于 0.1mol/L HCl; -加 水 至 500ml 
每 份 10 一 50ml, 贮 存 于 — 20°C 
完全 与 不 完全 福 氏 佐 剂 (Gibco) 
BSA (V &, Miles) 
0.15mol/L NaCl, 4 0.05% Tween-20 
PBS, 4 0.05% Tween-20 和 0.1mg/ml BSA 
与 碱 性 磷酸 酶 结合 的 羊 抗 小 鼠 IgG (Cappel Co. 或 TAGO Inc.) 
对 磷酸 硝 基 葵 (Sigma) 0.lmg/ml 于 10% 乙 二 胺 中 


方法 
实验 准备 


用 特定 的 抗原 免疫 小 鼠 。 免 疫 过 程 取决 于 所 用 的 抗原 、 它 的 有 效 性 和 纯度 等 等 。 免 
疫 可 用 不 纯 的 样品 ， 因 为 被 分 离 的 单 克 隆 抗 体 将 直接 针对 一 种 单独 的 抗原 决定 簇 。 也 可 
”用 整个 细胞 或 膜 来 免疫 ,但 筛选 时 则 需 纯 抗原 。 

最 好 免疫 2 只 (直至 10 只 ) 小 鼠 , 腹腔 注射 25 一 1 000ng 与 福 氏 完全 佐 剂 为 1:1 制 成 
乳化 剂 的 抗原 。 一 般 说 来 , 接着 用 抗原 与 福 氏 不 完全 佐 剂 1:1 充分 混合 的 抗原 每 隔 2 一 3 
个 星期 注射 1 次 , 共 3 次 作为 加 强 。 可 用 于 鉴定 抗原 的 每 只 小 鼠 所 得 抗 血清 的 滴 度 或 稀释 
度 应 用 ELISA( 见 下 文 ) 检查 ,而 且 稀 释 度 至 少 要 达到 1: 2 000。 含 有 多 克隆 抗体 的 血清 可 
由 尾 静 脉 抽取 ,也 可 由 眼眶 取 血 ,以 建立 筛选 试验 及 测 其 滴 度 , 像 在 动物 上 所 做 的 一 样 。 此 
时 ,用 多 克隆 血清 建立 对 阳性 克隆 强化 筛选 的 方法 ,以 决定 其 以 后 的 可 利用 性 。 要 用 的 小 
鼠 在 取 脾 脏 前 3 天 用 抗原 经 静脉 做 最 后 一 次 加 强 。 全 
阅 本 文 所 列 出 Si am i 
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图 21.2 单 克隆 抗体 产生 的 示意 图 。 小 鼠 经 感 兴趣 的 抗原 免疫 。 移出 脖 细 胞 并 与 快速 分 裂 的 骨 散 瘤 细 乃 
融合 。 稀 释 后 对 成 功 地 融合 了 的 细胞 进行 产生 感 兴趣 的 抗体 能 力 的 筛选 。 


ELISA 试验 
已 发 展 了 各 种 筛选 方法 ， 但 是 我 们 感到 酶 联 免疫 试验 (enzyme-linked immunosos- 
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bent assay，ELISA) 在 许多 应 用 中 都 工作 得 很 好 。 在 一 次 典型 的 ELISA 中 , 200u1] 提纯 
的 抗原 ( 感 兴趣 的 抗原 ) 以 lzg/ml AT PBS 中 ， 放 在 96 孔 塑 料 板 的 每 一 个 孔 内 〈 如 
Costar) 并 4°C 放置 48 小 时 ,然后 轻 轻 振荡 。 每 孔 用 0.15mol/ 工 & 0.05% Tween-20 的 
NaCl 洗 。 待 评价 的 小 鼠 血 清 在 含 0.05% Tween-20 和 0.1mg/ml BSA 的 PBS 中 连续 
稀释 (1:5), 至 稀释 度 最 高 达到 1:5 000。 每 一 稀 释 度 的 各 份 样品 〈200w1) 各 取 双 份 加 到 
预 处 理 过 的 9 孔 塑 料 板 上 ， 以 测定 合适 的 滴 度 。 同 时 ,加 和 正常 小 鼠 血 清 或 免疫 前 的 血 
清 做 为 对 照 。 板 在 室温 下 培养 1 小 时 ， 各 筷 按 上 述 的 方法 和 洗涤。 与 碱 性 磷酸 酶 偶 联 的 羊 
抗 小 鼠 IgG, 典 型 的 是 1:400 稀释 (对 每 批 样品 ， 其 稀释 度 须 经 验 地 加 以 测定 EE 0.5% 
Tween-20 的 PBS 中 加 到 每 个 孔 中 。 板 再 在 室温 下 放置 1 小 时 ,然后 再 用 上 述 的 方法 洗 
各 孔 * 加 2004] 显 色 基质 对 硝 基 葵 磷酸 盐 。 显 色 一 般 需 用 1 小 时 ， 阳 性 孔 即 显 黄色 。 阳 
性 反应 可 用 肉眼 观察 或 用 一 人 台 垂 直 光 径 分 光 光 度 计 ( 或 ELISA 读数 器 ) 定 量 。 

培养 骨骸 瘤 细胞 至 对 数 期 [注释 (1)]。 

1. 将 骨 通 瘤 细 胞 置 于 50ml 加 盖 试 管 中 。 

2. 无 菌 条 件 下 取出 其 多 克隆 抗体 滴 度 高 于 1:2 000( 根 据 ELISA) 的 小 鼠 的 脾 胜 。 将 
脾脏 移 人 一 含 5ml 冰冷 的 无 血清 的 DMEM 培养 下 中 ,培养 下 置 冰 上 。 将 脾脏 用 锰 子 压 
过 150 目 金属 网 或 尼龙 网 ， 直 到 形成 单 细胞 悬 液 〈 约 10 细胞 )。 将 脾 细 胞 放 在 第 二 个 加 
盖 的 50ml 管 中 , 在 冰 上 放 5 分 钟 , 此 时 细胞 碎片 沉 于 管 底 。 将 上 清 移 人 一 新 试管 中 。 

3. 脾 细 胞 和 骨 骨 瘤 细胞 的 试管 都 在 400Xg 离心 5 HOR DMEM, Fj 5ml DMEM 
再 洗 细胞 一 次 。 

4. 加 10ml NH.Cl Aiea es BAZ UA 8 分 钟 。 慢 慢 用 DMEM 注 满 试 
Fe. 

5. 在 溶解 红细胞 的 同时 ,用 50ml DMEM 重新 悬浮 骨髓 瘤 细 胞 。 

6. 将 骨 通 瘤 细 胞 管 和 脾 细 胞 管 400xg 离心 5 分 钟 。 从 两 概 管 中 吸 出 培养 液 。 

7. 在 每 根 管 中 用 DMEM 重新 悬浮 沉淀 至 25mlo。 

8. 对 骨 骨 瘤 细胞 和 脾 细 胞 分 别 进 行 活 细胞 计数 [注释 \27]。 


融合 细胞 


9. 对 全 部 体积 的 脾 细 胞 加 是 够 的 骨 骨 瘤 细胞 ， 使 脾 : 骨 凡 瘤 的 比例 在 4:1 到 10:41 之 
间 [ 注 释 (3)]。 轻 轻 混合 。 

10. 混合 细胞 在 600xsg 离心 10 分 钟 以 形成 坚实 的 沉淀 。 吸 出 全 部 上 清 液 ( 注 意 : 以 . 
下 各 步 除 离心 外 都 在 37%c 中 进行 )。 

11. 轻 轻 融 打 令 沉 淀 物 芷 松 , 在 1 分 钟 内 慢 慢 加 入 lml 50 多 PEG[ 注 释 (4)], 同 时 用 吸 
管 轻 轻 将 沉淀 物 散 开 。 

12. 用 吸管 尖 再 搅拌 1 分 钟 。 

13. 加 lml DMEM， 搅 拌 1 分钟 以 上 。 

14. 再 加 lml DMEM， 搅 拌 1 分 钟 以 上 。 

15. 用 10ml 移 液 管 慢 慢 在 7zml DMEM 中 搅拌 2 分 钟 以 上 。 

16. 室温 下 600Xg 离心 10 Ds MARR. 
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17. 直接 向 沉淀 上 加 10ml HAT 选择 性 生长 培养 基 。 不 要 对 沉淀 用 吸 上 吸 下 的 方 
法 进行 混合 。 

18. 再 加 HAT 选择 性 培养 液 , 使 每 毫升 含 10 细胞 。 稍 等 片刻 至 细胞 分 散 。 

19. 在 96 和 孔 培 养 板 上 每 孔 加 10041 细胞 (每 滴 约 100 000 骨 骨 瘤 细胞 )。 

20. 当 滴 加 时 ,细胞 团 块 沉 于 管 中 , 当 悬浮 细胞 被 分 配 后 ,通过 吸管 上 下 吹 打 使 细胞 团 
块 分 散 , 然 后 将 剩余 的 细胞 和 细胞 团 吸 到 另外 的 孔 中 。 

21. 每 孔 加 5541 HAT 选择 培养 基 ( 用 12 道 移 液 管 )。 

22. 37°C 5%CO, 中 将 板 培 养 4 天 [注释 (5)]。 

23. 小 心地 移 去 培养 液 上 的 2/3(\ 约 100u1) 并 向 每 孔 的 克隆 加 入 20041 HT 培养 液 ( 无 
氨基 喉 叭 )[ 注 释 \6)]。 

24. WEIN, 4) 1 周 加 培养 液 一 次 ,直至 克隆 形成 。 

25. 对 那些 在 上 清 中 呈 黄 色 ( 由 于 生长 造成 的 pH 改变 ) 的 孔 做 特异 性 抗体 产生 的 测 
试 。 短 选 取决 于 起 始 抗原 的 性 质 和 可 利用 性 [注释 (77]。 

26. 将 每 个 阳性 的 克隆 在 一 块 新 的 96 孔 板 上 扩展 成 5 个 孔 或 放 到 24 孔 板 上 的 一 个 
孔 内 。 给 予 营养 并 令 其 生长 至 黄色 。 再 连续 测试 阳性 率 。 

27. 在 25cm’? 三 角 烧 瓶 中 用 5ml HT 培养 液 扩展 每 个 阳性 克隆 。 

28. 尽 可 能 快 地 冻 存 几 小 管 。 lml ARTE ee 〈 或 慢 慢 地 在 液 A) RE 
DMEM, 10% 血清 和 10% 二 甲 亚 硕 (DMSO) 的 溶液 中 ,10 细胞 /ml1， 贮 存 于 一 70%C。 

29. 用 有 限 稀 释 法 克隆 。 一 直 稀 释 到 大 约 在 96 孔 板 上 平均 每 2 孔 有 一 个 细胞 。 因 此 
每 块 板 应 有 30 一 50 个 阳性 孔 。 如 果 阳 性 孔 超 过 此 数 , 需 再 做 有 限 稀 释 \ 更 多 的 稀释 ) BE 
计 学 上 ,对 原始 克隆 连续 做 2 一 3 次 有 限 稀 释 可 保证 它 的 单 克隆 性 。 

30. 生长 并 冻 存 阳性 克隆 。 现 在 单 克 隆 抗体 可 用 做 探 针 ,检测 感 兴趣 的 抗原 。 


注释 


C1) 小 鼠 骨 人 瘤 细胞 是 恶性 的 转化 B 淋巴 细胞 。 因 为 它们 与 细胞 相似 ， 使 之 有 好 的 融合 率 。 有 
一 些 药物 敏感 性 骨 骨 瘤 细胞 系 可 买 到 。 所 用 的 细胞 系 应 与 被 注射 的 动物 相 适 应 。。 我 们 主要 用 SP 2/0 
(American Type Culture Collection), 因 为 它 不 分 刻 自 己 的 轻 链 , 因此 是 十 分 稳定 的 克隆 。 也 用 NSls 
它 制造 < 轻 链 但 并 不 分 谈 。 这 两 种 细 跑 都 对 氨基 蝶 叭 敏感 ， 所 以 未 融合 的 骨 散 桨 细胞 系 可 在 含 氨基 蝶 


WA HAT 培养 液 中 被 杀 死 。 骨 骨 瘤 细胞 应 常规 地 筛选 对 HAT 的 敏感 性 ， 因为 它 有 可 能 被 丢失 。 细 


胞 生长 在 HT 培养 滚 中 ,并 在 用 前 应 处 于 对 数 生 长 期 。 融 合 前 的 3 天 每 天 以 1:2 的 比例 分 瓶 。 

(2) 用 细 跑 计数 器 或 Coulter 计数 器 计数 。 活 力 可 用 人 台 盼 蓝 排斥 法 测定 : 混合 1 滴 人 台 有 盼 蓝 与 一 份 
细胞 。 在 显微镜 下 检查 。 活 的 细胞 排斥 染料 ,死亡 的 细胞 是 蓝 色 的 。 

(3) 脾 细 胞 需要 比 骨髓 瘤 细 胞 多 。 

(4) PEG 加 的 时 间 、 类 型 及 量 应 由 经 验 测 定 。 我 们 发 现 509 PEG 最 好 用 ; 其 它 的 人 可 能 用 不 同 
的 百分比 和 类 型 。 为 测定 那 种 工作 得 最 好 ,可 进行 “ 假 融合 ”, 即 融合 脾 细 胞 和 骨 骨 瘤 细胞 以 检查 融合 率 
(30—50% 为 好 )。 在 PEG 处 理 后 ,细胞 变 脆 ,在 这 一 步 邓 定 时 也 是 十 分 重要 的 。 

(5) HAT 培养 液 中 的 氨基 蝶 叭 将 在 24 小 时 内 杀 死 未 融合 的 细胞 。 我 们 用 4 天 的 时 间 以 求 保险 。 
未 融合 的 脾 细 胞 将 不 分 裂 。 因此 在 孔 中 生长 的 细胞 将 是 融合 的 产物 。 在 这 些 孔 中 的 上 清 将 变 成 中 黄 
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色 , 说 明 活 存 细胞 的 生长 。 对 黄色 的 孔 进 行 测 试 。 虽 然 这 些 孔 有 可 能 是 单 克 隆 的 ,但 一 系列 的 有 限 稀释 
《第 9 步 ) 将 进一步 保证 这 样 的 结果 。 

(6) 补 加 营养 的 方式 是 吸出 每 孔 顶 部 的 2/3 液体 ,并 换 入 新 鲜 的 HT 培养 滚 ( 约 200p1). 

(7) 算 选 是 取决 于 抗原 、 抗 原 的 性 质 及 使 用 的 需要 。 这 是 抗体 产生 过 程 中 最 难 的 部 分 。 龟 选 可 用 
放射 免疫 试验 CRIA), ELISA 或 功能 试验 。 这 些 取决 于 抗原 及 可 用 的 测试 系统 及 产生 的 抗体 的 预定 
功能 。 筛 选 方法 应 在 融合 前 即 建立 ,典型 的 做 法 是 放 在 对 动物 免疫 的 期 间 内 进行 。 
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21-3 标记 探 针 在 组 织 切 片上 的 原 位 杂交 


本 方法 可 用 于 在 完整 的 组 织 内 ， 从 某 一 区 域 和 细胞 的 水 平 鉴定 mRNA, 4 25—50 
bp 合成 的 寡 核 音 酸 是 理想 的 探 针 ,因为 这 样 的 探 针 容易 穿 透 组 织 , 又 对 识别 某 种 mRNA 
有 充分 的 特异 性 。 此 类 探 针 可 设计 为 对 某 一 特定 的 mRNA 互补 并 具 特 异性 ,可 区 分 开 
差别 仅 为 lbp 的 mRNA, 本 方法 已 被 证 明 在 研究 含 多 种 细胞 类 型 的 组 织 时 是 有 用 的 ， 
例如 对 于 脑 , 但 也 用 于 许多 其 它 组 织 。 本 节 中 所 介绍 的 方法 是 用 于 大 鼠 脑 组 织 的 ,但 如 应 
用 于 其 它 的 组 织 仅 需 稍 加 改变 。 本 方法 可 用 于 特定 组 织 或 细胞 中 mRNA 调节 的 研究 。 
注意 : 应 用 本 方法 时 需 有 管理 动物 的 技能 和 对 动物 做 灌 六 和 解剖 方面 的 知识 。 


实验 所 需 时 间 


第 1 天 : 2 小 时 ,用 于 灌流 动物 
第 2 天 : 6 小 时 ,用 于 做 组 织 切片 ,制备 和 杂交 
第 3 天 : 4 小 时 ,用 于 洗涤 组 织 和 准备 放射 自 显影 


特殊 装置 


恒 冷 箱 `\ 冰冻 切 片 机 或 Vibratome 
灌流 装置 


* M. M. Kelley 和 M. C. Cohen 在 私人 通信 中 提供 了 本 方法 中 的 多 处 细节 。 
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1. BRA 
2. 取出 脑 ( 或 其 它 组 织 》 
3. 浸泡 过 夜 


4 在 切片 机 上 切 成 20 一 30um 的 切片 


| 
| 


9. 用 加 探 针 的 缓冲 液 覆盖 


12a. 浸 在 乳胶 中 


12. 用 X eH BE 


13. 存 于 黑暗 中 
14. 胶片 显影 
15. yee 
13a. 置 暗 处 贮存 与 染色 的 切片 配对 
一 143. 胶 片 显 影 
15.2. 观察 细胞 的 颗粒 


图 21.3 原 位 杂交 。 对 被 选择 的 组 织 (在 本 例 中 是 脑 ) 做 切片 并 安放 在 显微镜 载 玻 片上 。 切 片 要 防止 RN 入 
分 解 , 脱 蛋白 ?脱脂 ,与 放射 性 核 背 酸 探 针 杂交 以 测 出 感 兴趣 的 RNA 的 存在 。 杂 交 的 样品 这 人 乳胶 中 做 细 乃 
定位 ;或 在 胶片 上 进行 放射 自 显影 以 做 区 域 定位 。 


试剂 
磷酸 盐 缓 冲 液 〈PBS ) 
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4% ZIRT PBS 中 
0.02% —Z, ERB (Diethylpyrocarbonate, DEP 50pl fF 250ml 高 压 灭 菌 水 
中 ) 
蛋白 酶 玉 泥 合 物 (配制 100m!) 
20mmol/ Tris, pH7.4 
2mmol/L CaCi, 
SAR K, 1lmg/ml 
预 杂 交 缓 冲 液 
50% 去 离子 甲醛 
0.1% # #4 DNA 
2x SSC 缓冲 滚 
10 x Denhardt 溶液 
0.1% SDS 
乙醇 (100.95.70 Fi 50%) 
2x SSC 缓冲 液 


方法 
实验 的 准备 


用 末端 标记 法 对 合成 的 DNA 探 针 进行 放射 性 标记 〈《6-2)。 标 记 的 深 针 也 可 用 其 它 
方法 产生 (如 来 自 M13 的 DNA 或 来 自 SP6 的 RNA)。 准 备 待 用 的 载 玻 片 [注释 (1)]。 


组 织 的 准备 


1. 用 冷 的 PBS(C4sc ) 对 麻醉 的 成 年 大 鼠 做 心脏 灌流 至 血液 变 清 (5 一 20 分 钟 ), 接 着 再 
用 溶 于 PBS 中 的 4 多 多 聚 甲醛 灌流 ( 约 20 分 钟 )[ 注 释 (2)]。 

2. 取出 脑 。 用 溶 于 PBS thay 4% 多 聚 甲醛 在 4%c 固定 1 小时。 EA 15% 蔗糖 的 
PBS 中 4° 培养 过 夜 。 

3. 将 待 用 的 显微镜 载 玻 片 置 002% DEP 中 浸泡 片刻 ,空气 干燥 。 

4. 置 液 氮 中 将 脑 冷冻 。 对 整个 的 脑 或 感 兴趣 的 那 部 分 做 5 一 30um 厚 的 切片 ,切片 在 
— 15°C 的 制冷 台 上 或 用 冰冻 切片 机 做 。 

于 切片 置 载 玻 片上 [注释 (3)]。 于 载 玻 片 下 侧 加 温 时 小 心地 用 毛 刷 将 切片 放 平 。 

6. SR ZE 37°C 下 与 蛋白 酶 K 混 合 物 培养 15 分 钟 [注释 (4)]。 

7. 依次 在 水 中 淄 2 次 ,然后 置 DEP 〈 由 第 3 H),50% 70% 95% A 100% 乙醇 中 各 
5 分 钟 ,然后 再 逆行 此 过 程 又 回 到 水 中 。 最 后 淄 在 DEP 中 以 令 组 织 脱 脂 。 

8. 将 玻 片 放 在 预 杂交 缓冲 液 中 ,室温 中 放 1 小 时 。 

9. 配 制 杂交 缓冲 液 。 每 张 切片 用 50wl。 加 和 人 放射 性 探 针 ， 使 每 504l 预 杂交 组 冲浪 
中 含有 0.5 一 20X 10cpm。 从 玻 片上 甩 去 预 杂交 缓冲 液 。 加 50wl 含有 探 针 的 杂交 缓冲 
液 于 每 块 切片 上 ,并 搅动 之 。 

10. 置 温 盒 中 并 在 一 个 水 平 的 平面 上 放置 过 夜 , 温度 为 4 一 45<C[ 注 释 (57]。 
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11. 在 室温 或 高 一 些 的 温度 下 用 新 鲜 的 2XSSC 淋 洗 载 玻 片 ,每 15 分 钟 换 一 次 , 共 进 
行 3 小 时 [注释 (6)]。 

12. 空气 干燥 玻 片 。 

13. 行 放射 目 显 影 显 示 标 记 的 区 域 。 盖 上 清洁 的 塑料 膜 、 和 XX 线 片 〈XAR-5) 及 增 感 
屏 。 一 70°C 曝光 3 一 7 天 [注释 \77)]。 


注释 


(1) 待 用 载 玻 片 的 准备 如 下 所 述 : 

a 载 玻 片 在 热 的 肥皂 水 中 测 洗 。 再 用 水 充分 测 洗 。 

b. 在 8 和 硝酸 中 泡 30 分 钟 。 用 水 充分 测 洗 。 令 载 玻 片 空气 干燥 。 

c. 将 750ml 水 加 热 到 55Y"。 加 入 1.87g HREBH CBS, M1.87ms-RRE Ho 

d. RRA ELRAK HER 3 Ke 

垂直 了 晾 干 载 玻 片 (不 能 有 灰尘 )。 上 述 溶液 4* FUKE—A. CEN RR BARBIE ~ 
中 可 长 久保 存 。 

(2) 在 许多 关于 管理 实验 动物 的 教科 书 中 都 对 灌流 方法 有 介绍 。 也 可 用 其 它 的 固定 剂 ， 如 深 于 
PBS 中 的 过 夏 酸 盐 - 赖 氮 酸 -多 聚 甲 醛 。 对 于 某 些 组 织 , 对 未 治 流 的 材料 也 可 做 固定 。 

(3) 注意 载 玻 片 必须 给 予 与 样品 一 样 的 标志 。 标 志 不 应 溶 于 水 或 乙醇 中 。 建 议 用 铅笔 

(4) 另 一 种 方法 是 在 室温 下 于 0.1mol/L HCl rh, 

(5) 温度 是 大 概 的 。 温 度 、S$SC KE, 甲醛 在 缓冲 液 中 的 百分比 可 根据 探 针 的 长 度 和 需 用 的 迫切 
程度 而 改变 (6-3)。 如 果 探 针 短 于 50bp ,可 能 必须 降低 杂交 的 温度 或 甲醛 的 百分比 。 

(6) 应 用 高 压 丈 菌 的 玻璃 器 四 和 无 茵 水 ,并 荔 手 套 以 降低 核糖 核酸 酶 的 污染 。 如 果 本 底 太 高 , 可 用 
更 稀释 的 SSC 缓冲 液 ， 或 高 温 洗 玻 片 ;也 可 用 较 少 量 的 探 针 重 复 实 验 。 如 果 检 测 不 出 信号 ， 则 可 增加 
放射 性 探 针 的 浓度 ,或 放射 自 显影 较 长 的 时 间 ， 也 可 用 较 高 浓度 的 缓冲 液 ( 如 用 4 x SSC 组 冲 液 ) 杂交 
il Beto 

(7) 对 细胞 做 定位 研究 * 载 玻 片 可 浸 于 照相 乳胶 中 (如 50% 稀释 的 Kodak NTB2, NTB3 By Ilford 
L4) 并 使 乳胶 显影 。 下 列 操作 可 用 于 将 载 玻 片 受 人 乳胶 的 操作 : 

a. 在 全 黑 的 条 件 下 (或 钠 蒸气 安全 灯 下 ;将 41°C 的 水 与 相等 体积 的 41Y 的 熔化 的 乳胶 相 混 ， 将 
Kodak NTB2 或 NTB3 做 1:1 稀释。 避免 让 入 空气 泡 。 

b. 淄 几 片 空白 的 载 玻 片 在 乳胶 中 以 去 除 空气 泡 , 并 将 载 玻 片 拿 到 安全 灯 前 检查 乳胶 混合 物 是 否 平 
坦 。 

c. 淄 两 块 载 玻 片 ( 背 对 背 ) 到 乳胶 中 去 。 慢 慢 取出 载 玻 片 , 并 将 玻 片 的 末端 碰 碰 烧 杯 的 外 缘 以 去 除 
过 量 的 乳胶 。 

d. 将 载 玻 片 放 在 一 垂直 的 架 上 (如 铺 一 张 吸 水 纸 的 芒 体 闪烁 测量 瓶 盘 )， 放 在 湿 化 的 培养 室 中 。 在 
完全 避 光 的 条 件 下 让 乳胶 干燥 2 个 小 时 。 

© 将 载 玻 片 放 在 片 盒 中 ， 盒 中 置 干燥 剂 (如 包装 的 Drierite)。 片 盒 的 四 周 要 封 死 防止 漏 光 。4 
贮存 2 天 到 8 周 , 时 间 的 长 短 取 决 于 mRNA 的 丰 度 和 所 用 的 同位 素 。 

f. 将 切片 盒 回复 到 室温 。 打 开 片 盒 。 在 Kodak Dio BR R(1:1 稀释 ) 中 16% 冲洗 2 分 钟 ， 接 着 
在 水 中 停 显 (10 秒 )\ 固 定 (3 分 钟 ,于 Kodak 快速 固定 液 中 )。 水 中 洗 45 分 钟 。 通 过 递增 浓度 的 乙醇 脱 
水 ,再 接着 用 二 甲苯 。 用 Permount 类 上 盖 玻 片 , 置 显微镜 下 检查 。 
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21-4 在 酵母 中 进行 克隆 繁殖 


虽然 充分 讨论 在 酵母 中 进行 克隆 繁殖 的 方法 超出 了 本 书 的 范围 ， 但 谈 谈 有 关 这 些 方 
法 的 一 般 性 问题 是 有 用 的 。 

在 本 书 中 谈 到 的 哺乳 动物 细胞 和 细菌 系统 是 被 大 多 数 分 子 生 物 学 家 广 为 应 用 的 ， 而 
且 对 于 大 多 数 克隆 繁殖 的 需要 都 是 合适 的 。 但 是 用 酵母 作为 宿主 和 克隆 繁殖 载体 却 有 某 
些 优点 。 简 而 言 之 ， 酵 母 是 易于 管理 的 快速 分 裂 的 细胞 ， 并 具有 许多 真 核 细 胞 的 分 子 属 
性 。 

本 书 中 介绍 的 细菌 宿主 仅 具 有 一 个 简单 的 基因 组 并 具有 良好 的 扩 增 作 用 和 分 泌 的 特 
性 。 但 是 细 蓝 是 原核 细胞 ,不 能 行使 某 些 在 真 核 细胞 所 见 到 的 功能 。 例 如 ,细菌 宿主 细胞 
不 能 像 真 核 细 胞 那样 对 蛋白 质 进行 糖 基 化 。 再 者 ,细菌 细胞 没有 核 , 也 不 进行 有 丝 分 裂 和 
减 数 分 裂 ,使 它们 不 适 于 在 细胞 周期 中 研究 基因 表达 。 

哺乳 动物 细胞 可 使 克隆 化 基因 在 真 核 细 胞 中 表达 , 但 这 些 细胞 有 复杂 的 DNA 基因 
组 ， 不 具备 合适 的 扩 增 和 微生物 的 选择 性 质 。 涉 及 到 酵母 的 发 酵 在 工业 中 已 用 了 几 个 世 
纪 。 最 近 , 生 物 技术 工业 转向 酵母 宿主 细胞 系统 ,为 了 生产 在 细菌 系 统 中 不 可 能 生产 的 蛋 
昌 质 产品 。 如 果 想 在 检查 真 核 细 胞 DNA 性 质 时 利用 在 微生物 宿主 中 工作 的 优点 ， 使 用 
酵母 就 可 能 有 一 定 的 优越 性 。 

酵母 宿主 细胞 也 能 用 于 研究 特异 性 基因 的 表达 、 调 节 和 功能 。 对 这 些 实验 来 说 ,用 酵 
母 宿 主 细胞 的 优点 在 于 有 可 能 对 酵母 本 身 的 等 位 基因 进行 特异 性 的 变化 。 对 哺乳 动物 细 
胞 宿主 , 外 源 性 DNA 结 构 是 随机 地 整合 到 基因 组 中 去 的 。 而 在 酵母 则 有 可 能 用 在 实验 室 
里 经 过 改造 的 克隆 化 等 位 基因 去 代替 基因 组 内 的 等 位 基因 ，, 因为 外 源 性 DNA 的 整合 通 
常 是 经 过 同 源 性 重组 进行 的 。 因 此 ,新 的 基因 可 在 它 的 正常 的 染色 体 环境 中 进行 构造 和 
检查 。 酵 母 的 其 它 优 点 是 它们 易于 生长 ,特征 明确 ,并 有 很 高 水 平 的 mRNA。 

应 用 酵母 宿主 系统 也 存在 着 潜在 的 局 限 性 。 没 有 可 感染 酵母 的 病毒 ， 所 以 病毒 载体 
不 能 用 于 酵母 的 转化 。 其 它 的 局 限 性 是 ， 一 般 说 来 不 容易 切 下 酵母 这 种 较 高 等 的 真 核 细 
胞 的 DNA 中 的 内 含 子 , 这 就 使 得 在 某 些 例子 中 不 能 对 RNA 有 合适 的 加 工 及 对 蛋白 质 
有 正确 的 翻译 。 

分 子 生 物 学 中 最 常用 的 酵母 宿主 是 嗜 糖 性 啤酒 酵 峡 。 有 许多 质粒 系统 可 用 于 酵母 的 
区 隆 繁殖 。 这 些 质 粒 至 少 含有 一 部 分 大 肠 杆 菌 质粒 ,包括 复制 的 原点 和 选择 性 标志 。 这 就 
使 得 它们 既 能 转化 细菌 又 能 转化 酵母 ， 因 此 称 它们 为 穿梭 载体 。 酵 母 整合 的 质粒 《YIp) 
有 能 力 进行 自主 复制 ,因此 只 有 当 同 源 重组 人 染色 体 后 才能 被 保持 。 酵 母 复制 质粒 (YRp) 
含有 酵母 染色 体 DNA， 它 能 让 质粒 进行 自主 复制 ， 来 自 酵 母 天 然 质粒 的 衍生 物 CYEp) 
比 YIP 提供 高 得 多 的 转化 频率 。YIP 质粒 每 微克 DNA 仅 产 生 几 个 转化 体 , 而 YEP 和 
YRp 产生 转化 体 的 数目 可 达到 10 一 105。 典 型 情况 下 ，YEP 和 YRP 质粒 是 不 稳定 的 ， 
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这 有 时 是 优点 ， 另 外 一 些 情 况 下 则 又 是 缺点 。 YEp 质粒 以 高 复 本 复制 〈 如 每 个 细胞 约 
50)， 因 此 可 用 以 增加 克隆 基因 的 复 本 数 。 最 后 ，YRP 质粒 可 的 带 酵 母 的 着 丝 粒 ， 在 这 
样 的 情况 下 可 在 低 复 本 的 条 件 下 稳定 地 被 维持 。 

也 可 以 通过 同 源 重组 的 方式 直接 向 酵母 染色 质 中 引信 线 性 DNA 片段 。 这 可 以 在 
没有 引入 外 来 质粒 的 情况 下 进行 。 而 且 , 通过 这 一 方法 ， 克 隆 DNA 可 引入 到 酵母 中 预 
定 的 、 充 分 确定 的 染色 体位 点 上 。 

像 在 其 它 系统 一 样 ,为 调节 插 人 DNA 的 表达 ， 可 在 被 克隆 的 DNA 片段 前 添加 可 
诱导 的 启动 子 。 例 如 可 加 上 gall BOT, 这 样 在 缺乏 半 乳 糖 时 就 能 “关闭 ”,, 但 在 没有 葡 
萄 糖 而 有 高 水 平 半 乳糖 存在 时 〈 如 1 000 倍 ) 则 "开放 ”“。 再 者 ， 特 异性 的 分 刻 的 信号 顺序 
可 加 和 人 到 插 人 DNA KRE 例如 ， 交 配 激素 “因子 可 有 效 地 使 蛋白 质 排 出 到 培养 液 
中 。 

人 们 已 经 比较 了 解 酵母 的 遗传 学 特征 ， 这 就 有 可 能 借助 类 似 的 酵母 基因 的 特异 性 突 
变 的 互补 作用 ,利用 酵母 做 为 由 异 源 性 系统 中 分 离 和 选择 基因 的 宿主 。 同 时 , 有 时 可 由 酵 
母 中 分 离 一 个 感 兴趣 的 特定 基因 并 用 以 做 为 分 离 其 它 种 系 中 的 有 关 基 因 的 探 针 。 

用 于 细菌 宿主 细胞 的 许多 方法 也 可 用 于 转化 酵母 细胞 。 涉 及 到 对 酵母 做 为 宿主 系统 
方法 的 总 的 评价 ,可 参见 下 面 引 用 的 Strathern 等 的 参考 文献 
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附 录 


1 贮存 液 


下 面 列 出 本 手册 各 方法 中 所 共用 的 贮存 液 ， 试 剂 和 化 学 药品 。 在 某 些 情 况 下 将 供应 
裔 列 在 化 合 物 名 称 的 后 面 ， 如 酶 和 某 些 特殊 的 化 学 药品 。 通 常 列 出 的 第 一 个 名 字 是 我 们 
实验 室 惯用 的 。 当 然 , 这 无 非 是 一 个 初步 的 建议 。 某 些 供应 商 的 地 址 汇编 于 附录 I, PE 
意 在 本 书 各 节 的 “试剂 "部 分 中 ， 用 斜体 (外 文 ) 和 楷体 (中 文 ) 字 表示 可 直接 从 贮存 瓶 中 取 
用 的 贮存 液 , 用 黑体 字 表 示 贮 存 液 的 稀释 液 。 生 长 细胞 的 培养 液 被 列 在 培养 基 ET 
个 方法 的 “试剂 "部 分 注 出 了 对 贮存 液 的 任何 变动 。 一 些 贮存 液 被 配制 成 浓缩 的 形式 并 被 
”标明 (如 10X 或 100X )。 注 意 在 任何 配方 中 使 用 的 水 都 是 去 离子 的 水 和 营 馏 水 。 下 面 列 
出 本 手册 中 所 使 用 的 贮存 液 : 
10mol/L ZEB 
10% 溴 酚 蓝 
lmol/ 工 CaCl， 
100 X Denhardt 溶液 
钾 鱼 精子 DNA, 10mg/ml 
lmol/L DTT 
0.5mol/L EDTA 
ROC, 10mg/ml 
无 离子 的 甲 酰胺 
凝 胶 加 样 缓冲 液 
lmol/L HCl 
杂交 缓冲 液 -N (缺口 ) 
杂交 缓冲 液 -S〈 合 成 ) 
100mmol/L IPTG 
10 X SRS Be ek 
10X 连 接 酶 缓冲 液 
TERE 
DMEM 
LB 了 琼脂 
LB 培养 基 
Imol/L MgCl, 
Imol/L MgSO, 
10 X FEE RH 
RSB 缓冲 液 
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3mol/L 乙酸 钠 
5mol/L NaCl 
10mol/L NaOH 
10% SDS 

20 x SSC 缓冲 液 
20 X SSPE 缓冲 液 
SS- Aw 

40 X TAE 缓冲 液 
20 x TBE 缓冲 液 
TE 缓冲 液 

TES 缓冲 液 

TMG 缓冲 液 

10% =A 
2mol/L Tris, pH7.4 
1% Triton X-100 
酵母 tRNA 10mg/ml 
10% Xgal WR 
10% 二 甲苯 蓝 


Spor 
> 
SI 


贮存 液 的 配制 


OR, 10mol/L ar hg a 
385.4g CRS 150ml 水 混合 ,最 后 将 体积 补足 至 500mle 
10% YARD IE 
溴 酚 蓝 5g WT 50ml 水 中 ,室温 保存 。 
CaCl, (1mol/L) 
CaCl, + 2H,O 147g 溶解 在 1L 水 中 ,高 压 灭 菌 ,室温 保存 。 
Denhardt 深 液 ,100 X 
10g 聚 乙烯 吡咯 (PVP) 
10g 牛 血清 白 蛋白 (BSA) 
10g Ficoll 400 
加 水 至 500ml 
过 滤 除 菌 , 4%C 下 保存 。 用 前 混 匀 。 
鲈鱼 精子 DNA 10mg/ml 溶 于 水 中 ; 也 可 用 2mg/ml 和 Smg/ml 贮存 液 。 用 干净 
的 剪刀 剪 下 所 要 的 量 , 并 将 溶液 加 压 通过 23 号 针头 一 次 。 贮存 于 4°C 〈Sigma, 来 源 于 链 
Hy) DNA 钠 盐 ，III 型 )。 
DTT (二 硫 苏 糖 醇 y Imol/L 贮存 液 
3.09g 溶 于 20ml 水 中 。 分 装 后 一 20%C 保存 。 
EDTA (COKE CRO AR, 0.5mol/L) 
烧杯 中 放水 300ml, RAMA: 
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93.05g EDTA-Na，2H2:O 
充分 混合 ,加 10mol/L NaOH 调 pH 至 8.0 (pH7 以 前 不 溶 ), 加 水 至 500ml。 
省 乙 锭 溶液 〈10mg/ml， 用 于 显示 DNA) 在 250 一 310nm 光 激 发 下 发 射 菊 光 。 分 
子 量 394.32。0.2g 省 乙 锭 溶解 到 20ml 水 中 , 混 匀 ,在 暗 处 保存 (用 棕色 瓶 或 用 条 将 瓶子 
包 上 )。 操 作 时 要 戴 手套 并 避免 吸入 。 
，/ 甲醛 胺 ,去 离子 。50ml 甲 酰胺 加 5g HARB Cin Biorad AG 501-X8)，4sC 下 轻 
” 轻 搅 拌 并 两 次 通过 Whatman 1 Seat. DIE 一 20 保存 。 


ae FE op CAT ARB DNA 样品 ) 


甘油 5ml 50% 
40XTAE 组 冲 液 250pl 1x 
fea FAD RA iml 1% 
二 甲苯 蓝 10% BPR ml 1% 
水 2.75ml 


通常 配制 10ml, 按 1ml 1 份 分 装 , 贮 存 于 一 20%. 
HCI Imol/L 贮存 液 
将 86.2ml 的 浓 盐 酸 加 到 913.8ml 的 水 中 ,配制 IL, 
杂交 缓冲 液 -N 〈 供 缺口 翻译 探 针 用 ,配制 约 800ml) 
PER A ie BEAT 80g 
7K 300ml 
甲 酰胺 (去 离子 ) 320ml 
20 X SSC 缓冲 液 160ml 
Tris, 2mol/L pH7.4 2.8ml 
100 X Denhardt WH 8ml 
鳞 鱼 精子 DNA (2mg/ml) 8ml 
HT 一 20% ,可 用 数 月 。 
杂交 缓冲 液 -S〈 供 合成 探 针 用 ,新 鲜 配 制 ) 
10% PVP (EZ is) 3ml 
10% BSA 3ml 
10% Ficoll 400 3ml 
tifa EF DNA 贮存 液 (10mg/ml) 2.2ml 
20 X SSC 贮存 液 15ml 
酵母 RNA 250mg 
加 水 至 150ml 
IPTG 〈 异 丙 基 -bp-D 硫 代 半 乳糖 吡 喃 糖苷 )100mmol/L 
23.8mg IPTG 湾 于 lml 水 
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AAT HR, 10 X CAC Hil] ml) 


0.5mol/L Tris pH7.4 2mol/L 贮存 液 1.25ml 
0.1mol/ 工 MgCl, lmol/ 工 :贮存 液 0.5ml 
50 mmol/L DTT Imol/L 贮存 液 0.25ml 
水 3mil 

连接 酶 缓冲 液 , 10X( 用 于 T4 DNA 连接 酶 ,配制 2ml) 
Tris, 0.5mol/L, pH7.4 2mol/L 贮存 液 0.5ml 
MgCl, 0.1mol/L Imol/L 贮存 液 0.2ml 
DTT, 0.2mol/L lmol/L 24% 0.4ml 
ATP, 10mmol/L 100mmol/L Ih 7K 0.2ml 
用 NaOH if pH 47.0 | 
BSA, 50xz¢/ml 100ug 

加 水 至 2ml 


培养 基 : 也 可 参见 使 用 培养 基 的 各 章节 。 
LB 琼脂 ( 见 20-6) 
950ml 水 中 加 入 : 
10g bacto- 胰 蛋白 及 (如 Difco) 
. 5g bacto-HAREBE 
10g NaCl 
用 lmol/L NaOH 7M pH 47.4 
加 15g 琼脂 〈88g 为 顶端 琼脂 ) 
加 水 到 1L 
高 压 灭 菌 
必要 时 冷却 至 50%c 以 后 加 抗生素 
LB(Luria-Bertani) 培养 基 (LB 肉 汤 ; 见 8-1) 
向 950ml 水 中 加 入 : 
10g bacto- 胰 蛋白 肪 
5g bacto-HARE 
10g NaCl 
Fi lmol/L NaOH 调 pH 47.4 
加 水 至 1L 
ER 
MgCl, (1mol/L) 
20.3g MgCl, > 6H,0 溶 于 终 体积 为 100ml HK, BERS 
MgSO, (1mol/L) 
24.6g MgSO,+ 7H,0 溶 于 终 体积 为 100ml WKH, SERB 
FEE; BGR TH , 10 X( 配 制 10m) 
70mmol/L Tris, pH7.4 2mol/L 贮存 液 0535ml 
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500mmol/L NaCl 5mol/L 贮存 液 1ml 
70mmol/L MgCl, Imol/L it: 7#7#K 700ul 
7k 7.95 ml 
RSB 缓冲 液 〈Tris/NaCcl/EDTA， 配 制 100ml) 
10mmol/L Tris, pH7.4 2mol/L 贮存 液 0.5ml 


10mmol/L NaCl Smol/L 贮存 液 0.2ml 
25mmol/L EDTA, pH7.4 0.5mol/L he ## 5.0ml 
水 94.3ml 


ZB (3mol/L) 

40.8g NaAc. 3H,0 BFK AEKERA 100m, HEED WALR IRR 

所 需 的 pH 值 。 

NaCl (5mol/L) 

292.2g NaCl 溶 于 水 中 ，, 终 体积 为 1L。 
NaOH (10mol/ 工 ， 小 心 操 作 ) 

200g NaOH 溶 于 450ml 水 中 ,混合 ,将 体积 补充 到 500ml。 
SDS (+= EGBA, 10%) 

RA 100g SDS 的 瓶 中 加 水 至 1L。 整 瓶 使 用 , 避免 灰尘 进入 。 
SSC 缓冲 液 (20X ,配制 1E) 

NaCl, 3mol/L 175.3g 

Fr RRS = FC 43 2H.0),0.3mol/L 88.22 

7k 800ml 

FA imol/L HCl 调 pH 47.0 

加 水 至 1L 
SSPE 缓冲 液 20X( 用 于 鸣 菌 斑 的 揭 提 ) 

NaCl(3mol/L) 175.3g 

NaH,PO, - H,O(0.2mol/L) 27.6g 


ETDA-Na,(0.02mol/L) © 0.5mol/L 贮存 液 40ml 

加 水 800ml 
加 10mol/L NaoH , 调 pH 至 7.4 a 
加 水 至 1L 


高 压 灭 菌 ,在 高 压 时 各 种 成 分 将 完全 溶解 e 
SS- 葵 酚 ( 盐 饱和 苯酚 ) 

4549 包装 的 苯酚 (如 Mallincrodt) 

2mol/L Tris 100 ml, pH7.4 


水 130mi 
小 心地 在 37°C FUN AERA FR 
BELEK 


TOA 100ml 2mol/L Tris, 0H7.4 
25ml 间 葵 甲 酚 ( 如 Kodak) 
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lml 6-32 CE 
500mg 8-H 
水 层 和 酚 层 一 起 在 通风 橱 中 室温 保存 。 黄 色 葵 酚 溶液 用 于 人 萃取。 注意 葵 酚 将 处 于 贮 
存 瓶 中 的 顶层 以 便于 移 去 。 当 用 于 提取 DNA 时 ，SS- 茶 酚 一 般 是 底部 那 一 层 。 

TAE 缓冲 液 ;40 X 

Tris 碱 (1.6mol/ 工 ) 193.6g 

NaAc . 3H,O(0.8mol/L) 108.9g 

EDTA-Na, . 2H,0(40mmol/L) 15.2g 

用 乙酸 调 pH 至 7.2 

加 水 至 1L 
TBE 缓冲 液 ,20X 

Tris 碱 (1mol/L) 121g 

硼酸 (1mol/L) 61.7 

EDTA-Na, - 2H,O (20mimol/L) 7.442 

加 水 至 1L 

室温 保存 。 如 果 在 溶液 中 出 现 较 多 残 鼻 应 重新 配制 。 
TCA〈 三 氯 酷 酸 ) 贮 存 液 ,10 多 

向 有 500g 的 TCA 的 瓶 中 加 入 227ml 水 ,这 将 配制 100% TCAo THREE 10%, 

用 做 工作 贮存 液 。 | 

TE 2% (Tris/EDTA) 

Tris, 10mmol/L, pH7.4 2mol/L 贮存 液 0.5ml 

EDTA 0.lmmol/L, pH8 0.5mol/L R° AFH 20ul 

} 水 99.3ml 

室温 保存 
TES ih 

Tris 20mmol/L, pH7.4 2mol/L 贮存 液 1.0ml 

EDTA-Na,, 0.l1mmol/L 0.5mol/L 贮存 液 20zl 

NaCl 10mmol/L 5mol/ 工 贮存 液 0.2ml 


加 水 至 100ml 


TMG 缓冲 液 
Tris 10mmol/L, pH7.4 2mol/L 贮存 液 0.5ml 


MgSO, 10mmol/L Imol/L 贮存 液 1ml 
0.01% 明胶 10mg 
加 水 至 100ml 
Tris, 2mol/L, pH7.4 
水 850ml \ 
Tris 碱 242.2mg 


HCI〈 浓 ) 75ml SR 
慢 慢 并 小 心地 加 入 浓 HCl, 边 加 边 搅拌 ， aid jpH7.4《 如 需要 不 同 的 pH, 相应 地 
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调整 HCl KR). 

加 水 至 1L 

Trit on X-100, 1% 
Iml Trit on, 70 99ml 水 

酵母 tRNA 10mg/ml， 在 沉淀 时 作为 DNA 或 RNA 的 载体 。 
10mg AT 1ml 水 中 
一 200C 贮存 于 1.5ml 微量 管 中 

Xgal 溶液 (5- 省 -4 毛 -3 WR-6-D- FAL) «10% 
100mg Xgal 溶 于 lml 二 甲 基 甲 酰胺 (DMF) 中 

=A, 10% 
5g 二 甲苯 蓝 , 加 水 配制 Sol, SKD RM MW EMBe 


II & 


AMV 首 转 录 酶 (AMV reverse transcriptase), HEM mRNA 模板 合成 cDNA 的 第 一 
条 链 ,例如 在 2gt10 和 Agtl1 AY cDNA 克隆 繁殖 中 (Seikagaku America, Inc)o 
BAL 31 核酸 酶 (BAL 31 nuclease)， 一 种 特异 性 地 作用 于 双 链 脱氧 核糖 核酸 的 外 切 酶 。 
降解 双 链 的 两 个 末端 。 催化 反应 时 需要 Ca** 离子 ， 并 可 被 EGTA 灭 活 (NEBL)o 
DNA AAs 1 (DNA polymerase I)， 和 蛋白 酶 消化 大 肠 杆菌 。 在 缺口 翻译 中 ,作用 于 单 

链 上 的 缺口 处 。 也 称 Kornberg 酶 〈BM)。 

DNA 聚合 酶 1, KHE (DNA polymeraseI，Klenow fragment) 由 蛋白 酶 消化 大 肠 杆 
菌 DNA RAMI 而 产生 。 无 5 一 3 的 核酸 外 切 酶 活性 。 用 于 末端 标记 ，M13 顺序 
分 析 和 制 做 探 针 (NEBL BRL, IBI, BM)o 

溶菌 酶 lysozyme), 从 蛋清 中 获得 。 用 于 质粒 的 制备 《P-L，Sigma)。 

磷酸 酶 〈phosphatase), 冻 干 的 小 牛 小 肠 (LCIP)。 用 于 从 DNA 5 端 去 除 磷酸 残 基 。 

链 霉 蛋白 酶 〈pronase), 一 种 非特 异性 蛋白 酶 〈calbiochem)o 

SARK (proteinase 久 )， 用 于 从 细胞 中 分 离 大 分 子 量 DNA。 是 一 种 无 核酸 酶 活性 的 
非特 异性 丝氨酸 蛋白 酶 (BM, Beckman)o 

BERR A (RNase A)， 一 种 不 含 脱氧 核糖 核酸 酶 活性 的 特异 性 地 作用 于 RNA 的 核 
酸 内 切 酶 。 贮 存 于 — 20° (BM)o 

核糖 核酸 酶 也 (RNase H), FAT BERR DNA-RNA 杂 化 物 的 RNA 部 分 。 来 源 于 大 肠 杆 万 
(BM)。 

S1 核酸 酶 (S1 nuclease)， 来 源 于 米 曲 霉 Caspergillus oryzae)o 降解 DNA-RNA 亲 化 
物 分 子 的 单 链 部 位 。 对 双 链 DNA 或 RNA-DNA 杂种 分 子 没 有 作用 。 这 是 一 个 通常 
含 锌 的 金属 酶 (BM)o 

SP6 T3, T7 RAM (SP6 T3, Hy Lace 一 种 对 特定 的 启动 子 序 列 有 高 度 特 异 
性 的 、 依 赖 于 DNA 的 RNA RAH AF DNA 克隆 的 RNA 转录 合成 。 贮存 于 
一 20%C (Promega, Vector Cloning Labs，NEN)o 

T4 多 核 苷 酸 激酶 〈T4 polynucleotide), 用 于 合成 的 探 针 和 DNA 片段 的 5 末端 标记 。 
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贮存 在 一 20% (BRL, P-L)o 

T4 DNA 聚合 酶 (T4 DNA polymerase)， 用 于 “ 磨 平 " 限 制 性 片 人 未 端的 上 未 端 与 凸 未 
端 。 贮 存在 — 20°C (BRL, IBI)o 

T4 DNA 连接 酶 (T4 DNA Ligase)， 用 于 连接 DNA FR. WE — 20°C. CNEBL, 
BRL, [BI) 

FR iia A RK EF BS BG «(terminal deoxynucleotidyl transferase); 用 于 将 核 若 酸 加 到 
DNA 的 3 末端 。 

限制 性 内 切 酶 (restriction endonucleases)， 有 许多 供应 商 ， 例 如 ，NEBL，BRL，IBI， 
BM, and P-L。 常见 的 例子 包括 . BamHI, EcoRI, Hinclill, Hin fl, Mbol, Sm- 
alo 商业 上 可 供应 数 以 百 计 的 限制 仁 内 切 酶 。 这 些 都 是 在 本 书 的 实验 中 使 用 的 5 
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下 面 将 列 出 在 本 书 各 方法 中 所 用 试剂 和 装置 的 主要 供应 商 。 这 决 不 是 一 份 详尽 的 汇 
编 , 甚 至 也 算 不 上 是 一 份 推荐 的 意见 , 只 不 过 是 列 出 我 们 实验 室 中 亡 用 的 东西 而 已 ， 但 不 
妨 将 它 做 为 开始 定购 时 的 参考 。 


电泳 装置 
Bethesda Research Laboratories (BRL) 一 一 各 种 装置 和 用 品 
Life Technologies, Inc. 
P. O. Box 6009 
Gaithersburg, MD 20877 
Bio-Rad Laboratories，inc. 一 一 各 种 装置 和 用 品 | 
2200 Wright Avenue 
Richmond, CA 94804 
Hoefer Scientific lnstruments 一 一 装置 
654 Minnesota Street 
P. O. Box 77387 
San Francisco, CA 94107 
International Biotechnologies, Inc. (1BI) 一 一 各 种 装置 和 用 品 
P. O. Box 1565 
New Haven, CT 06506 
ISCO 一 一 电 融 合 电源 
P. O. Box 5347 
Lincoln, NE 68505 
LKB Instruments, Inc.——232 
9319 Gaither Road 
Gaithersburg, MD 20877 
Pharmacia, Inc. (P-L Biochemicals) (P-L) —-# #7 /hin 
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800 Centennia] Avenue 
Piscataway, NJ 08854 


酶 及 有 关 的 试剂 


试剂 和 放射 性 标记 化 学 制品 
2636 South Clearbrook Drive 
Arlington Heights，IL 60005 
Beckman, Inc. 酶 和 试剂 .抗体 
2500 Harbor Boulevard 
Fullerton, CA 92634 
Bethesda Research Laboratories 一 一 酶 和 试剂 .抗体 
BioRad 一 一 酶 和 试剂 .抗体 
Boehringer Mannheim Biochemicals (BM) 一 一 各 类 试剂 
7941 Castleway Drive 
Indianapolis, IN 46250 
Calbiochem 酶 和 化 学 试剂 
Division of American Hoechst 
P. O. Box 12087 
San Diego, CA 92112 
酶 和 抗体 


Amersham, Incorporated 


Cooper Biomedical 
1 Technology Court 
Malvern, PA 19355 
Du Pont NEN Research Products (NEN) 一 一 载体 .成套 试 州 \, 放 射 性 标记 试剂 \ 这 
射 自 显影 
549 Albany Street 
Boston，MA 02118 
New England Biolabs (NEBL) 一 一 克隆 繁殖 载体 、 酶 、 试 剂 
32 Tozer Road 
Beverly，MA 01915 
Pharmacia/P-L (See above.) 
Seikagaku America，Inc. 一 一 酶 
9049 Fourth Street North 
P. ©,; Box, 21517 
St. Petersburg, FL 33724 
United States Biochemical Corporation (USB) 一 一 酶 和 试剂 
P. O. Box 22400 
Cleveland, OH 44122 
Vector Cloning Systems 
3770 Tansy Street 


克隆 繁殖 载体 ,包装 的 抽 提 物 和 细菌 菌株 
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San Diego，CA 92121 


细胞 .质粒 和 载体 


American Type Culture Collection (ATCC) 一 一 各 类 培养 的 细胞 
12301 Parklawn Drive 
Rockville, MD 20852 


Bethesda Research Laboratories 各 类 培养 的 细胞 
Bio-Rad 一 一 各 类 培养 的 细胞 

Boehringer Mannheim Biochemicals 各 类 培养 的 细胞 
E. Coli Genetic Stock Center 贮存 的 细胞 


Department of Microbiology 

Yale University School of Medicine 

310 Cedar Street 

New Haven, CT 06510 
International Biotechnology, Inc. 
New England BioLabs (NEBL) 
Pharmacia /P-L— J ## Ay 2H 
Promega Biotec—— hike % HK. BRA HED 

2800 Fish Hatchery Road 

Madison, WI 53711 


Vector Cloning Systems 


贮存 的 细胞 
贮存 的 细胞 


克隆 繁殖 载体 ,包装 的 抽 提 物 
其 它 化 学 药品 ” 
Aldrich 一 一 实验 室 化 学 药品 
P. O. Box 2060 
Milwaukee, WI 53201 
Alfa Products —(t4 Amn» Bis AaA FER 
152 Andover Street 
Danvers, MA 01923 
Collaborative Research 一 一 肽 类 和 有 关 核 音 酸 的 产物 
128 Spring Street 
Lexington, MA 02173 
细菌 培养 用 化 学 试剂 


Difco Laboratories 
P. O. Box 1058A 
Detroit, MI 48232 

Fisher Scientific 一 一 实验 室 化 学 药品 、 滤 膜 、 设 备 
711 Forbes Avenue 


1) 也 可 参见 前 面 列 出 的 许多 供应 商 。 
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Pittsburgh, PA 15219 


Eastman Kodak Company X 线 片 .显影 剂 、 化 学 试剂 
343 State Street 
Rochester, NY 14650 
Mallinckrodt, Inc. 化 学 药品 和 试剂 
Box 5439 
St. Louis, MO 63147 
FMC BioProducts 琼脂 糖 
5 Maple Street 
Rockland，ME 04841 
Schwarz Mann 实验 室 化 学 药品 


56 Kogers Street 
Cambridge, MA 02142 
Sigma Chemical Company 一 一 实验 室 化 学 药品 
P. O. Box 14508 
St. Louis, MO 63178 


特殊 产品 


Beckman 


离心 机 
Scientific Instrument Division 
Campus Drive at Jamboree Boulevard 
Irvine, CA 92713 

Charles River Breeding Labs 
251 Ballardvale Street 
Wilmington, MA 01887 

Costar —— 38 #} 23 Il 
205 Broadway 
Cambridge. MA 02139 

E. I. du Pont de Nemours (Sorvall) 


Clinical and Instrumental Division 


小 鼠 


离心 机 


Bioresearch Systems 

Biomedical Products Dept. 
Wilmington, DE 19898 

玻璃 细 粉 

12266 Wilkins Avenue 

Rockville, MD 20852 

2H He SS Fe ES a MM 
Becton Dickenson Labware 

1950 Williams Drive 


Eagle Ceramics 


Falcon Labware 
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Oxnard, CA 93030 é 3 
GIBCO Laboratories 细胞 培养 基 和 血清 Ms ds 12. “£5. 
Life Technologies, Inc. be Tyger 2 54 
Chagrin Falls, OH 44022 要 
毛细 管 Low Oe fs ip : 


Fredrick Haer and Company 
Brunswick, ME 04011 
Kapak Corp. 加 热 可 密封 的 塑料 袋 
9809 Logan Ave. 
Bloomington, MN 55431 
KC Biologicals 细胞 培养 基 
P. O. Box 14848 
Lenexa. KS 66215 
Peninsula Laboratories, !nc. 
611 Taylor Way 
Belmont. CA 94002 
Sarstedr 一 一 塑料 试管 
P. O. Box 4090 
Princeton, NJ 08540 
Schleicher and Schuell. Inc. (SxS)—}ef@ 
10 Optical Avenue 
Keene. NH 03431 


肽 类 


Spectrum Medical Industries 透析 袋 
60916 Terminal Annex 
Los Angeles, CA 90054 
VWR Scientific 普通 实验 室 设 备 和 用 品 we ph 2 $e 4 


International Headquarters 

P. O. Box 7900 

San Francisco, CA 94120 
Whatman, Inc. 滤纸 

9 Bridewell Place 

Clifton, NJ 07014 
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